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               RESUMEN 
   
 
  
 Las fermentaciones lácticas son procesos microbiológicos de origen 
tradicional en todo el mundo. Sirven para conservar el alimento y, además, 
conferir a los nuevos productos aromas, sabores y texturas deseables. Una de 
las incidencias más graves que se presentan en estas fermentaciones es el 
ataque de sus cultivos iniciadores por bacteriófagos. Dicho ataque puede tener 
una insospechada importancia económica, puesto que el proceso de 
fermentación industrial puede retrasarse o incluso llegar a detenerse, afectando 
así, a las características organolépticas del producto elaborado. Dentro de este 
sector, la industria láctea es una de las más afectadas. Todo ello ha llevado a 
la adopción de medidas preventivas y correctivas, para tratar de paliar este 
grave problema. 
 En este trabajo se planteó desarrollar procedimientos de control, que 
permitan evitar que los fermentos utilizados en las elaboraciones lácteas 
industriales sean expuestos a sus fagos específicos. Dichos procedimientos se 
basaron en el conocimiento exhaustivo de la biología de los fagos a los        
que nos enfrentamos, por eso se procedió al aislamiento y la caracterización  
de 28 bacteriófagos que infectan a Streptococcus thermophilus. Una vez 
caracterizados se procedió a la optimización y desarrollo de distintas técnicas 
de detección precoz, utilizando la amplificación de DNA, mediante el empleo de 
la PCR. En principio, se diseñó un sistema de PCR convencional para la 
detección específica, en leche, del gen orf18 de los bacteriófagos que infectan 
a S. thermophilus, a partir de muestras industriales. Posteriormente se procedió 
a la ampliación del mismo, con el desarrollo un sistema de detección de 
bacteriófagos industrialmente problemáticos, que infectan las especies 
bacterianas Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii y S. thermophilus 
mediante PCR múltiple. Finalmente, con el desarrollo de la técnica de PCR 
cuantitativa en tiempo real, se diseñó un sistema más rápido y específico    
para la detección de fagos de S. thermophilus, que en tan sólo 30 minutos 
permite la detección y caracterización, de los mismos, según el sistema de 
empaquetamiento (cos/pac) que utilice el fago. Con el considerable ahorro de 
tiempo y, consecuentemente, de dinero para estas industrias. 
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I.- INTRODUCCIÓN. 
I.1.- Las bacterias lácticas. 
Los alimentos fermentados son aquellos que resultan de la transformación 
microbiana de productos agropecuarios, debido principalmente al catabolismo de 
carbohidratos, a partir del cual, se obtienen ácidos orgánicos, alcoholes y/o CO2. Durante 
el proceso, se produce una modificación de las características organolépticas de las 
materias primas, dando lugar a una amplia gama de alimentos que incluyen los lácteos, 
tales como yogur, mantequilla y cientos de variedades de quesos, además de una gran 
diversidad de productos de panadería, embutidos, encurtidos y bebidas fermentadas. 
Los microorganismos implicados en la fermentación obtienen así la energía que 
necesitan para su desarrollo y se conocen, de manera general, como iniciadores. Por 
extensión, un cultivo iniciador (“starter” o fermento) se define como una o más cepas de 
una o más especies bacterianas que se utilizan para inocular un producto crudo o 
pasteurizado con el fin de iniciar su fermentación (Sandine, 1979). 
 Las fermentaciones alimentarias se han llevado a cabo desde el Neolítico y se 
piensa que su introducción corre paralela a la domesticación de los primeros mamíferos y 
al desarrollo de la agricultura. El proceso sería consecuencia de la contaminación 
accidental por microorganismos presentes en el ambiente, lo que provocaría la alteración 
de los productos agropecuarios. En el caso concreto de la leche, la contaminación por 
bacterias del ácido láctico (BAL) da lugar a un producto sensorialmente aceptable, que se 
puede conservar durante periodos de tiempo más prolongados. Estas bacterias utilizan la 
lactosa de la leche para producir ácido láctico, el cual provoca un descenso del pH que 
permite preservar de forma natural el producto, al inhibir la multiplicación de 
microorganismos alterantes y patógenos. A lo largo del tiempo, se han ido seleccionando, 
aunque de forma empírica, las BAL más favorables para la obtención de derivados 
lácteos de calidad, utilizando parte del producto de una fermentación exitosa anterior 
como inóculo de la siguiente. 
El término BAL o bacterias lácticas, designa un grupo heterogéneo de bacterias 
Gram positivas que presentan un metabolismo fermentativo de los azúcares, cuyo 
principal producto final es el ácido láctico. Además, comparten otros rasgos comunes 
como ser aerotolerantes, no forman esporas y no pigmentan ni reducen el nitrato 
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(Dellaglio et al., 1984). El grupo se subdivide en función de los productos de su 
metabolismo en bacterias homo y heterofermentativas. Las homofermentativas se 
caracterizan porque el único producto de la fermentación de los carbohidratos es el ácido 
láctico, mientras que las segundas pueden originar, además, dióxido de carbono, etanol o 
ácido acético (Kandler, 1983).  
Dentro del grupo se engloban los organismos pertenecientes a los géneros 
Aerococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Carnobacterium, Alloiococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Enterococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Lactococcus, 
Bifidobacterium y Propionibacterium (Fig. I.1). Todos ellos, excepto los 
correspondientes a los dos últimos géneros, pertenecen al Phylum B XIII Firmicutes del 
dominio Bacteria; Clase Bacilli; y Orden Lactobacillales. Son bacterias Gram positivas, 
que presentan genomas con un contenido en G+C inferior al 50% (Bergey’s Manual 2ª 
Ed., 2004). Los géneros Bifidobacterium y Propionibacterium se adscriben al Phylum B 
XIV Actinobacteria del dominio Bacteria; Clase Actinobacteria; y Órdenes 
Bifidobacteriales y Actinomycetales, respectivamente. Sus miembros se caracterizan por 
ser bacterias Gram positivas y poseer genomas con un contenido en G+C superior al 
50%. Esta dicotomía se ha confirmado con los datos de la comparación de la secuencia de 
los rRNA 16S (Ludwig et al., 1994). 
 
Fig. I.1.- Taxonomía de las BAL (Bergey’s Manual 2ª Edición, 2004).  
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Fig. I.2.- Lactococcus lactis. 
 
Fig. I.3.- Lactobacillus bulgaricus. 
Los géneros más utilizados habitualmente para la obtención de alimentos y 
bebidas fermentadas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y dentro 
del género Streptococcus la especie S. thermophilus.  
El género Lactococcus incluye las especies: Lc. garviae, Lc. plantarum,          
Lc. piscium, Lc. raffinolactis y Lc. lactis (Fig. I.2). Las bacterias pertenecientes a este 
género se aíslan principalmente de vegetales, de la piel de 
los animales, de la leche y de los productos lácteos.        
Lc. lactis merece especial atención ya que forma parte de 
la mayoría de los cultivos iniciadores mesófilos, que se 
utilizan en la industria láctea, y contribuye al desarrollo 
de la textura, del gusto, del aroma y a la conservación del 
producto final. Lc. lactis se divide a su vez en tres 
subespecies: Lc. lactis subsp. lactis (con la variedad 
diacetylactis, que es importante por su capacidad de 
producir diacetilo a partir de citrato), Lc. lactis subsp. cremoris y Lc. lactis subsp. 
hordniae (Williams et al., 1990, Schleifer et al., 1995). Son bacterias cocoides 
dispuestas en cadenas de longitud variable. Tienen una temperatura mínima de 
crecimiento de alrededor de 10º C y una temperatura óptima en torno a 30º C. Además, 
no crecen en presencia de 6’5% de NaCl ni a pH 9’6. 
El género Lactobacillus es uno de los más utilizados en fermentaciones 
alimentarias, aunque también constituye un porcentaje elevado de la microbiota 
intestinal y su asociación con la buena salud humana 
esta siendo extensamente investigada (Salminen et al., 
1996). El género Lactobacillus (Lb.) es muy 
heterogéneo (G+C entre 36–52%) comprende cerca de 
50 especies, entre las cuáles se encuentra Lb. 
delbrueckii, que está formado a su vez por tres 
subespecies: delbrueckii, bulgaricus (Fig. I.3) y lactis 
(Axelsson, 1998). Lb. delbrueckii es utilizado 
principalmente en la industria láctea para la producción quesos tipo suizo (subsp. lactis) 
y de yogur (subsp. bulgaricus) (Mäyrä-Mäkinen y Bigret, 1998). 
S. thermophilus (Fig. I.4), está emparentado con los estreptococos orales, y su 
genoma es uno de los más pequeños de todas las BAL (1’8 Mb), con un porcentaje de 
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Fig. I.5.- Mutualismo de Lb. bulgaricus 
(bacilos) y S. thermophilus (cocos) en 
yogur. 
G+C del 40%. Morfológicamente, son esféricos o elípticos, con un diámetro 
comprendido entre 0’7–1 μm y pueden crecer formando desde parejas hasta largas 
cadenas. Son moderadamente termofílicos, creciendo en un rango de temperaturas de   
15–45º C y son muy exigentes nutricionalmente siendo 
la leche el único hábitat en el que se encuentran.  
S. thermophilus es una de las BAL más 
importante económicamente, ya que además de 
utilizarse ampliamente en la producción de queso 
Cheddar y de distintas variedades de quesos tipo 
italiano (Mozzarella, Parmesano y Provolone), 
constituye junto con Lb. bulgaricus el cultivo iniciador empleado en la producción de 
yogur. En España, dicha producción alcanza las 775000 T, con un incremento anual del 
5% (Informe del Instituto de Desarrollo Económico del Principado de Asturias, 2006).  
El yogur es un tipo de leche fermentada en la que se utiliza como cultivo iniciador 
una mezcla simbiótica de S. thermophilus y Lb. bulgaricus (Fig. I.5) que, aunque pueden 
crecer independientemente, establecen una cooperación beneficiosa o protocooperación 
(Fredickson et al., 1977), de forma que se producen niveles de ácido láctico y 
acetaldehído superiores a los que se obtendrían por separado, además de reducir el tiempo 
de latencia y aumentar la producción de biomasa. El 
mutualismo que se establece entre las dos especies se 
basa en las diferentes exigencias nutricionales que 
poseen cada una de ellas. S. thermophilus crece más 
rápido, produciendo ácido fórmico y dióxido de carbono. 
Su producción estimula el crecimiento de Lb. bulgaricus, 
el cual, gracias a su actividad proteolítica, libera 
péptidos y aminoácidos. Estos metabolitos son así 
aprovechados por S. thermophilus que, al carecer de 
enzimas proteolíticos extracelulares, requiere un aporte 
exógeno de dichos compuestos. El metabolismo de S. thermophilus provoca una 
disminución inicial del pH hasta aproximadamente 5 y posteriormente Lb. bulgaricus 
acidifica el producto final hasta pH 4. Debido a este efecto sinérgico se favorece el 
crecimiento conjunto de ambas especies (Loones et al., 1994), que son finalmente las 
 
Fig I.4.- Streptococcus thermophilus. 
 INTRODUCCIÓN    I 
 
 
11
responsables del aroma (acetaldehído, acetoína, diacetilo y etanol) y textura típicos del 
yogur. 
Es importante destacar que las BAL están consideradas como organismos GRAS 
(General Regarded As Safe). Además, determinadas cepas, generalmente pertenecientes 
al género Lactobacillus, poseen la capacidad de regular la actividad de la microbiota 
intestinal y vaginal, teniendo un papel activo en el desarrollo del sistema inmune, en el 
tratamiento de algunos tipos de diarrea, en la prevención de determinados tipos de cáncer 
y en la reducción de los niveles de colesterol (Salminen et al., 1996; Bergonzelli et al., 
2005). Todo ello ha determinado la aparición de diversos derivados lácteos como el 
Actimel® o el LC1®, que promueven el uso probiótico de las bacterias lácticas. Por 
último, se está ensayando el uso de bacterias lácticas como vectores vivos de vacunación 
oral mediante la expresión de genes que codifican antígenos inmunogénicos de 
microorganismos patógenos (Pant et al., 2006). 
I.2.- Bacteriófagos: propiedades generales. 
 Los bacteriófagos fueron descubiertos de forma independiente por los 
microbiólogos Frederick W. Twort (1915) y Félix d’Hérelle (1917), siendo la última 
clase principal de virus en ser descubierta. Los virus de plantas fueron descubiertos en 
1892 por Ivanowski y los animales en 1902 por Loeffler y Frösch. Twort y d’Hérelle 
fueron los primeros en reconocer virus específicos para las bacterias, por lo que 
d’Hérelle los denominó bacteriófagos (comedores de bacterias).  
 
 
 
“The next morning, on opening the incubator, I experienced one of those 
moments of intense emotion which reward the research worker for all his 
pains: at the first glance I saw that the culture which the night before had been 
very turbid, was perfectly clear: all the bacteria had vanished, they had 
dissolved away like sugar in water. As for the agar spread, it was devoid of all 
growth and what caused my emotion was that in a flash I had understood: 
what caused my clear spots was in fact an invisible microbe, a filterable virus, 
but a virus which is parasitic on bacteria.” 
Félix d’Herelle. Science News 14:44–59, 1949. 
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A partir de la década de 1930, virólogos pioneros como Salvador Luria, Max 
Delbrück y muchos otros, utilizaron los fagos como modelo para investigar muchos 
aspectos de la Virología; en general como la estructura de los viriones, la morfogénesis, 
la genética y la replicación. Además los fagos también han sido tomados como modelo 
para el estudio de la genética bacteriana y los mecanismos de control de la expresión 
génica, debido a que los huéspedes bacterianos son fácilmente cultivables y manejables 
en el laboratorio.  
En esta época pre−antibiótica, se prestó una notable atención a su posible uso 
como agentes terapéuticos, aunque la terapia fágica sólo llego a ser usada de forma 
habitual en la Unión Soviética y Europa del Este (Sulakvelidze et al., 2005). En la 
actualidad, debido a la aparición de patógenos multirresistentes a los antibióticos se 
están retomando los estudios sobre fagoterapia clásica iniciados por Félix d’Herelle 
(Bruttin y Brüssow, 2005), aunque también se están desarrollando nuevas 
aproximaciones derivadas directamente del estudio de los sistemas virales (Sulakvelidze 
et al., 2005). 
Se han descrito cerca de 5500 bacteriófagos Caudovirales (fagos con cola) 
capaces de infectar a una gran diversidad de huéspedes bacterianos (Ackermann, 2006). 
Los bacteriófagos constituyen el sistema biológico más simple y abundante de la 
naturaleza. Desde un punto de vista estrictamente numérico, los fagos son la forma de 
vida más exitosa, se estima que su población global es de aproximadamente 1031 
partículas fágicas sobre la Tierra, coexistiendo en relación 10/1 con las bacterias a las que 
infectan. Se han descubierto fagos capaces de infectar a todos los procariotas descritos 
hasta el momento y se han adaptado a todos los nichos ecológicos. Tal magnitud de 
fagos ejerce un importante papel ecológico, regulando, mediante transferencia genética, 
la evolución de sus hospedadores y afectando, incluso, los niveles de materia orgánica 
en la biosfera. (Prescott et al., 1996; Brüssow y Hendrix, 2002; Chibiani-Chennoufi et 
al., 2004).  
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I.2.1.- Morfología de los viriones. 
Las partículas infecciosas, al igual que en otros virus, se llaman viriones y 
básicamente consisten en un segmento de material genético rodeado por una envoltura 
proteica que lo protege del ambiente y le sirve como vehículo de transmisión de una 
célula hospedadora a otra. Debido al pequeño tamaño de los viriones, su visualización 
se hace imposible bajo el microscopio óptico, por lo que para realizar análisis 
morfológicos se tiene que recurrir a la observación en el microscopio electrónico.  
 Todos los bacteriófagos de las BAL conocidos hasta la fecha pertenecen al orden 
de los Caudovirales, poseen una cápsida o cabeza de composición proteica, con simetría 
icosaédrica que está unida, a través de un cuello, a una cola cuya longitud y capacidad de 
contracción sirven para diferenciar tres familias: Myoviridae, con colas contráctiles 
compuestas por una vaina y un tubo central, Siphoviridae con colas largas, no contráctiles 
y Podoviridae con colas cortas (Fig. I.6) (Ackermann, 2006). En el extremo de la cola se 
encuentran frecuentemente estructuras de fijación a la célula hospedadora como placas 
basales, espinas o fibras. Sin embargo, su tamaño se encuentra cerca del límite de 
resolución del microscopio electrónico dificultando su estudio (McGrath et al., 2006).  
 
A
DC
B
 
 
Fig. I.6.- Fotografías electrónicas de lactofagos con distinta morfología (Cedidas por Dr. José L. Caso); 
A) Fago A2, de Lb. casei, familia Siphoviridae. Se puede apreciar la presencia de una fibra en el extremo 
de la cola. B) Fago de Lc. lactis, familia Siphoviridae, especie P087 (presencia de placa basal). C) Fago 
de Lc. lactis, familia Podoviridae, especie P034 (cápsidas alargadas). D) Fago C2 de Lc. lactis, familia 
Siphoviridae (cápsidas alargadas). 
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I.2.2.- Composición de los viriones. 
Las proteínas que componen las partículas fágicas, o proteínas estructurales, se 
pueden separar mediante SDS−PAGE. Los patrones de bandas obtenidos permiten 
caracterizar los fagos y pueden ser usados para su clasificación. Suelen distinguirse entre 
dos y cuatro proteínas estructurales mayoritarias, derivadas de cabezas y colas, y un 
conjunto más o menos grande de proteínas estructurales minoritarias. Las proteínas 
estructurales suelen ser inmunogénicas, habiéndose utilizado para la obtención de 
anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales que se han usado como herramienta 
para la clasificación de los lactofagos (fagos de BAL) (Josephsen y Neve, 1998). 
Todos los lactofagos estudiados hasta la fecha contienen DNA lineal de doble 
cadena como material genético. El DNA de los fagos se tiene que empaquetar en la 
cabeza de los viriones y por lo tanto, el tamaño de ésta, limita su longitud. El tamaño del 
genoma es específico para cada fago y varía normalmente entre 18 y 55 Kb (Jarvis et al., 
1991).  
 La composición total de nucleótidos del DNA se indica como el porcentaje de 
pares de bases guanina−citosina que contiene y se denomina abreviadamente como 
contenido en G+C. Este parámetro es específico para cada fago y normalmente refleja el 
de la cepa hospedadora, evidenciando la coevolución parásito/hospedador. El contenido 
en G+C de los lactofagos varía entre el 37% que presentan los fagos que infectan Lc. 
lactis y el 48% en fagos de Lb. casei (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).  
En cuanto a los extremos del genoma, la mayoría de los lactofagos contienen 
extremos cohesivos (cos). Estos consisten en pequeñas extensiones de DNA de cadena 
sencilla en ambos extremos, cuyas secuencias de nucleótidos son complementarias y que, 
por lo tanto, van a permitir que el DNA se circularice. Otros virus presentan sitios pac, 
que van asociados al fenómeno conocido como permutación circular. Este consiste en que 
diferentes viriones de un mismo fago presentan diferentes secuencias de nucleótidos en 
sus extremos, aunque para un virión determinado se repite la misma secuencia en ambos 
extremos de su genoma, lo que se denomina redundancia terminal. Esta estructura es una 
consecuencia del sistema de empaquetamiento y permite dividir a los lactofagos en dos 
grandes grupos. La presencia de extremos cohesivos ha sido demostrada en numerosos 
fagos, en cambio, la ausencia de éstos es el criterio utilizado habitualmente para 
clasificarlos como portadores de sitios pac. Sólo en los fagos BK5-T, Tuc2009, Ø50 y 
 INTRODUCCIÓN    I 
 
 
15
TP-J34 ha sido demostrada la permutación circular con redundancia terminal 
(Lakshmidevi et al., 1988; Casey et al., 1993; Alatossava y Klaenhammer, 1991;       
Neve et al., 2003, respectivamente). 
En el caso de los fagos de S. thermophilus se ha encontrado, incluso, una relación 
directa entre el sistema de empaquetamiento y el número de proteínas estructurales 
mayoritarias. Se pudo observar que los fagos portadores de extremos cos presentan dos 
proteínas mayoritarias en su perfil proteico, mientras que los fagos con tres proteínas 
mayoritarias, utilizan sitios pac (Le Marrec et al., 1997). Recientemente, se ha podido 
desarrollar un nuevo sistema de caracterización por PCR múltiple para determinar si los 
fagos de S. thermophilus siguen un sistema de empaquetamiento u otro (Quiberoni et al., 
2006). El sistema consta de 2 parejas de oligonucleótidos específicos, que dan lugar a 
amplicones de distinto tamaño (cos: 170 pb, pac: 470 pb) y que permite discernir en una 
única PCR, si el empaquetamiento del fago es de tipo cos o pac. 
I.2.3.- Ciclo de vida. 
Al igual que otros bacteriófagos, los lactofagos se pueden dividir en dos grandes 
grupos dependiendo de su ciclo de vida (Fig. I.7):  
? Fagos líticos o virulentos, que provocan la lisis de las células hospedadoras, 
liberando una nueva progenie fágica en un proceso conocido como ciclo lítico.  
? Fagos atemperados, en los que el DNA viral puede integrarse en el genoma de la 
bacteria infectada y replicarse junto a éste, transmitiéndose de una generación a otra sin 
que se produzca la lisis celular. Este fenómeno se conoce como lisogenia, a la cepa así 
infectada como lisógeno y al DNA viral integrado como profago. En determinadas 
condiciones, el profago puede comenzar un ciclo lítico que conducirá a la lisis celular. 
 
Fig. I.7.- Ciclos de vida de los bacteriófagos. 
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I.2.3.1.- Ciclo lítico. 
? Adsorción. 
El primer paso de la infección consiste en la adsorción del fago a los receptores 
presentes en la superficie celular. Este acoplamiento es muy específico, los fagos se unen 
a la bacteria mediante el extremo de la cola, que en algunos casos presenta estructuras 
adicionales, como placa basal, fibras o espículas, que están implicadas en la adsorción. 
Tanto en Lactococcus como en Lactobacillus, los carbohidratos de la pared celular han 
sido identificados como los receptores iniciales (Ishibashi et al., 1982; Schäfer et al., 
1991; Monteville et al., 1994; Crow y Gopal, 1995). Además, en el caso del fago LL-H 
de Lb. delbrueckii subsp. lactis, los ácidos lipoteicoicos de la pared juegan un papel 
importante en el proceso de adsorción (Räisänen et al., 2007). 
? Inyección del DNA fágico. 
La adsorción suele tener una etapa reversible y otra irreversible. Esta última, ha 
sido asociada tradicionalmente a la inyección del genoma fágico. La inyección es el 
proceso mediante el cual el DNA se transfiere desde la cabeza del fago hasta el interior 
del citoplasma bacteriano a través de la cola. La partícula fágica vacía, permanecerá en el 
exterior. En el caso del fago C2 de Lc. lactis, se ha comprobado que después de su 
adsorción reversible a los receptores de la pared celular, se une irreversiblemente a una 
proteína de la membrana plasmática conocida como PIP (Phage Infection Protein) 
(Monteville et al., 1994), que está codificada por el cromosoma bacteriano (Geller et al., 
1993). La interacción con PIP parece estar generalizada entre los fagos que infectan Lc. 
lactis, los cuales se adsorberían reversiblemente a la pared celular y posteriormente de 
forma irreversible a la proteína de membrana PIP, lo que provocaría la inyección del 
DNA viral.  
La inyección del DNA parece ser dependiente de la producción celular de energía, 
como se ha demostrado en el caso del fago PL-1 de Lb. casei (Watanabe y Takesue, 
1973; Watanabe et al., 1979). También se ha sugerido que es dependiente de la síntesis 
de proteínas (Watanabe et al., 1991) y se ve favorecido por la liberación de la presión 
interna de la cápsida. Cuando el genoma del fago φ29 de Bacillus subtilis es 
empaquetado, por medio de la rotación del complejo portal utilizando como fuente de 
energía el ATP, el DNA pasa de un estado lineal, en solución acuosa a confinarse de 
forma espiral, en una cápsida de 50 nm de diámetro y un volumen más reducido, lo que 
 INTRODUCCIÓN    I 
 
 
17
trae consigo un aumento interno de la concentración, la densidad y la presión, pudiendo 
alcanzar las 60 atmósferas. Se especula, que cuando se produce la inyección, la liberación 
de la presión facilita que el DNA vírico atraviese la pared y parte de la membrana celular, 
aunque el proceso se termina con la síntesis de proteínas y transporte activo (Letellier et 
al., 2003).  
La mayoría de los lactofagos requieren cationes divalentes (Ca2+ o Mg2+) para la 
infección (Josephsen y Neve, 1998) aunque algunos son capaces de proliferar en su 
ausencia (Séchaud et al., 1988). Se ha sugerido que el fago PL-1 utiliza un canal 
dependiente de Ca2+ para el transporte del DNA a través de la membrana (Kakita et al., 
1996), los iones de calcio tienen que ser cotransportados con el DNA, para que éste pueda 
ser traslocado a través de la membrana citoplasmática (Alatossava et al., 1987). 
Poco después de la inyección del DNA viral se detiene la síntesis de ácidos 
nucleicos y proteínas del hospedador y comienza a degradarse su genoma. La maquinaria 
metabólica del hospedador se pone al servicio del virus, sintetizando sus ácidos nucleicos 
y proteínas.  
? Transcripción. 
La transcripción de los fagos se clasifica en función del tiempo que transcurre 
entre la infección y el momento en que se detecta el RNA correspondiente. En el caso del 
fago lítico C2, los promotores que dirigen la transcripción temprana, aquella que 
comienza inmediatamente después de la inyección del DNA, muestran regiones –35 y     
–10 consenso para el factor σ39 de Lc. lactis, evidenciando que la transcripción es 
realizada por la RNA polimerasa de la célula hospedadora. En cambio, los promotores 
tardíos carecen de región –35 consenso y son inducidos por el producto de genes virales. 
Una característica peculiar de la transcripción de los lactofagos es la presencia de 
intrones. Los intrones son secuencias adicionales intercaladas en los genes, 
interrumpiendo la secuencia codificadora, que se transcriben y son posteriormente 
eliminados por el proceso de “corte y ensamblaje” (splicing) en el transcurso de la 
maduración del RNA. Los intrones son prácticamente exclusivos de organismos 
eucariotas, pero aparecen con una frecuencia sorprendentemente alta en los bacteriófagos 
que infectan bacterias gram positivas de bajo contenido en G+C, incluidas las BAL. En el 
caso de los lactofagos se ha documentado la existencia de intrones en genes que codifican 
la lisina, la terminasa, la proteína mayoritaria de la cápsida y una proteína que parece 
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pertenecer a la cola (Brüssow, 2001). Cabe destacar que aproximadamente la mitad de los 
fagos de S. thermophilus secuenciados presentan un intrón en el gen de la lisina (Foley et 
al., 2000).  
? Replicación. 
La replicación del DNA se produce posteriormente a la transcripción temprana y 
se considera el evento que marca la transición de las funciones virales tempranas a las 
tardías. De hecho, los RNAm tardíos se suelen definir como aquellos que se sintetizan 
tras la replicación, realizándose la transcripción a partir de las copias del genoma 
sintetizadas de novo. La replicación del DNA vírico da lugar a una única molécula lineal 
de dsDNA, denominada concatémero, que contiene varias copias del genoma fágico una 
a continuación de la otra. 
Se ha identificado el módulo de replicación en el genoma de distintos lactofagos. 
El primero de ellos fue descubierto de forma casual, al analizar la secuencia de un 
fragmento del genoma del fago Ø50, cuya clonación confería resistencia a cepas 
previamente sensibles (Hill et al., 1990). Este mecanismo de resistencia, denominado Per 
(origin-derived Phage Encoded Resistance), se basa en que la presencia del origen de 
replicación en multicopia, inhibe la replicación viral por competir por los factores 
esenciales para que ésta se lleve a cabo.  
Las regiones de replicación caracterizadas parecen estar muy conservadas 
(Desiere et al., 1999). Los orígenes de replicación de estos fagos, de forma similar a la 
mayoría de los orígenes de replicación, se caracterizan por ser regiones no codificadoras, 
con alto contenido en pares de bases A+T y que presentan numerosas repeticiones 
directas e invertidas (Keppel et al., 1988). 
? Biosíntesis de las proteínas estructurales. 
El RNAm tardío dirige la síntesis de tres tipos diferentes de proteínas; proteínas 
estructurales, que son las piezas que van a componer la cabeza y la cola; proteínas que 
participan en el ensamblaje del virión, sin pasar a formar parte de su estructura. Por 
ejemplo, las denominadas proteínas de andamio, que participan en el ensamblaje de las 
cápsidas y son eliminadas una vez concluida su construcción; y además de las proteínas 
estructurales el RNAm tardío también codifica las proteínas responsables de la lisis 
celular y la liberación de los fagos. 
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Los genes que codifican las proteínas estructurales están agrupados en el genoma 
viral constituyendo los denominados módulos morfogenéticos (apartado I.2.5). La 
organización de los genes que constituyen el módulo morfogenético de la cabeza es 
prácticamente igual entre todos los lactofagos portadores de extremos cohesivos. Ahora 
bien, lo que es realmente curioso es que esta organización se repite en fagos lamboides 
que infectan bacterias taxonómicamente alejadas, como Escherichia coli, e incluso muy 
alejadas, como las arqueobacterias (Desiere et al., 2000). A pesar de esta organización tan 
sorprendentemente parecida entre virus que infectan bacterias tan dispares, apenas existe 
similitud entre la secuencia de aminoácidos de los productos deducidos de los distintos 
genes. Debido a esto, cabe resaltar la importancia que tiene en la predicción de la función 
de una determinada pauta abierta de lectura (orf), el estudio de la correlación entre los 
módulos de distintos fagos frente a la búsqueda de una similitud con genes concretos de 
las bases de datos mediante la aplicación BLAST.  
La organización del módulo morfogenético de la cola está, en general, muy 
conservada entre todos los lactofagos y es parecida a la del fago λ, habiéndose 
identificado la proteína mayoritaria en muchos de ellos. En algunos casos se ha 
encontrado un gen que codifica una proteína anormalmente larga y que por su posición se 
corresponde con el gen de λ que codifica la proteína determinante de la longitud de la 
cola. 
? El empaquetamiento del DNA. 
El empaquetamiento está mediado por las terminasas. Existen dos mecanismos 
distintos de empaquetamiento de los concatémeros de DNA en el interior de las cabezas 
que permiten dividir los lactofagos en dos grupos: 
Lactofagos con sitios pac. La terminasa inicia el empaquetamiento uniéndose al DNA, 
cortando el concatémero por una secuencia de reconocimiento específica conocida como 
sitio pac. El DNA penetra en la procápsida hasta que está totalmente llena y es 
precisamente la capacidad de la cabeza la que determina el sitio en el cual la terminasa 
realiza el segundo corte (Fig. I.8). Este corte, independiente de la secuencia, genera un 
nuevo extremo en el concatémero que actúa como sitio de inicio de la segunda ronda de 
empaquetamiento. La capacidad de las cabezas permite empaquetar un DNA un poco más 
largo que el genoma completo del fago, lo que provoca la existencia de secuencias 
repetidas en los extremos (redundancia terminal) y que diferentes viriones presenten 
secuencias distintas en los extremos (permutación circular) (Revisión en Black, 1989). El 
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sitio pac, así como la subunidad pequeña del gen de la terminasa han sido localizados en 
el genoma del fago O1205 de S. thermophilus (Stanley et al., 1997).  
 
 
Fig. I.8.- Empaquetamiento tipo pac. Redundancia terminal (flechas azules), permutación circular (flechas 
rojas). 
Lactofagos con sitios cos. En este caso, el mecanismo de empaquetamiento es sitio 
específico. La terminasa reconoce unas secuencias determinadas, denominadas cos, que 
flanquean el genoma completo del fago y determinan los sitios de inicio y terminación 
del empaquetamiento. La terminasa se une a un sitio cos del concatémero y corta el DNA 
generando un extremo cohesivo por el que comenzará el empaquetamiento. 
Posteriormente, reconoce y corta el siguiente sitio cos generando el otro extremo 
cohesivo del genoma fágico. De esta forma todo el DNA comprendido entre ambos 
extremos cohesivos, que corresponde a un genoma completo, habrá sido empaquetado. El 
nuevo extremo del concatémero será el sitio de inicio de una segunda ronda de 
empaquetamiento. 
? Lisis celular y liberación de los viriones. 
El ciclo lítico termina con la lisis de las células hospedadoras y la liberación de la 
progenie viral. Generalmente, la lisis celular requiere la acción de dos enzimas 
codificados por el genoma fágico: la lisina, que actúa degradando el péptidoglucano de la 
pared celular de forma similar a la lisozima, y la holina, que va a provocar la 
desorganización de la membrana celular, generando poros que permiten el acceso de la 
lisina a la pared celular (Brüssow, 2001). 
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 El tiempo mínimo necesario que transcurre entre la infección y la liberación de los 
nuevos viriones, conocido como periodo de latencia, depende del virus y del hospedador, 
variando en los fagos que nos ocupan, entre los 10 y 140 minutos. El tamaño de 
explosión es también heterogéneo, pudiendo variar entre los 10 y 400 viriones liberados 
por célula infectada (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). 
I.2.3.2.- Ciclo lisogénico. 
 Tras la adsorción y la penetración del DNA, procesos que no presentan diferencias 
respecto a los fagos virulentos, los fagos atemperados son capaces de establecer una 
relación estable con el hospedador, el DNA viral se integra como un profago en el 
genoma bacteriano, pudiendo replicarse junto a éste durante numerosas generaciones. Las 
células lisogenizadas presentan inmunidad frente a la infección, es decir, no pueden ser 
reinfectadas por el mismo virus. Aparte de la inmunidad y de algunos casos concretos de 
conversión lisogénica (Cluzel et al., 1987), en general, exhiben un fenotipo normal. De 
hecho, la mayoría de las cepas de Lactococcus y Lactobacillus son lisogénicas       
(Ventura et al., 2006) y sus profagos pueden representar entre el 3 y el 10% del contenido 
genómico (Brüssow y Hendrix, 2002). Sorprendentemente, la secuencia completa del 
genoma de Lc. lactis IL1403 reveló la presencia de genes correspondientes a seis 
profagos distintos (Chopin et al., 2001). En determinadas condiciones, el profago puede 
comenzar un ciclo lítico que, como tal, conduce a la destrucción de la célula hospedadora, 
liberándose nuevos viriones. Este proceso conocido como inducción puede producirse 
espontáneamente o provocarse con luz UV o con mutágenos como la mitomicina C. En  
S. thermophilus la lisogenia es poco frecuente y, en aquellos casos en que se ha 
detectado, el profago guarda una elevada homología con fagos líticos (Brüssow y  
Bruttin, 1995; Brüssow et al., 1998). 
Los genes implicados en el establecimiento y mantenimiento de la lisogenia están 
agrupados en el llamado módulo de lisogenia. Estos módulos tienen una organización 
genética muy similar, no sólo entre los bacteriófagos que infectan BAL, sino entre todos 
los fagos Siphoviridae que infectan bacterias Gram positivas de bajo contenido en G+C 
(Lucchini et al., 1999a). 
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? El interruptor genético. 
Se conoce como interruptor genético al mecanismo que determina que, tras la 
infección de un fago atemperado, se desencadene el ciclo lítico o el ciclo lisogénico. En 
la mayoría de los casos se basa en dos proteínas codificadas por el genoma viral y que 
actúan como reguladores de la transcripción. Estas proteínas son el represor, también 
llamado CI por similitud con el del fago λ, y Cro (Ptashne, 1986). CI reprime la 
expresión de los genes líticos provocando el establecimiento del ciclo lisogénico. 
Además, es responsable de la inmunidad, ya que también inhibe la síntesis de RNA de 
otros viriones que intenten infectar la misma célula. Por el contrario, Cro inhibe la 
expresión de los genes lisogénicos tempranos, incluido cI y activa la expresión de los 
genes líticos. Debido a que el represor es capaz de reprimir la transcripción de cro, existe 
una competición entre ambas proteínas, cuyo resultado determina cuál de los dos ciclos, 
lítico o lisogénico, se lleva a cabo.  
? Integración. 
Si el vencedor de la competición que veíamos en el apartado anterior es el represor 
CI, el DNA del fago, tras circularizarse, se integra en el cromosoma de la célula 
bacteriana por recombinación sitio−específica entre el sitio de unión del fago, llamado 
attP, y el sitio de unión del genoma bacteriano, llamado attB. Ambos sitios comparten 
una secuencia común o core, de entre 9 y 40 bp, a través de la cual se produce la sinapsis 
y el intercambio de las hebras de DNA siguiendo el modelo de Campbell (1992). Este 
proceso está catalizado por la integrasa, un enzima codificado por un gen fágico 
denominado int. La mayoría de las integrasas identificadas en lactofagos están 
relacionadas con la del fago λ, evidenciando un mecanismo de recombinación similar. 
Una excepción es el fago TP901-1 de Lc. lactis, cuya integrasa es tipo resolvasa 
(Christiansen et al., 1996). El sitio attP aparece normalmente a continuación del gen int, 
y presenta un alto contenido en A+T, así como numerosas repeticiones directas e 
invertidas (Bruttin et al., 1997). 
 Es bastante común que la integración del DNA fágico se realice dentro de genes 
de tRNAs del hospedador, no obstante, no suele afectar la eficacia biológica de los 
lisógenos ya que el core (secuencia común a attP y attB) solapa con el extremo 3´ del 
gen, de forma que tras la integración la secuencia original se restaura, obteniéndose un 
gen híbrido pero funcional (Dupont et al., 1995; Álvarez et al., 1998). 
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 El empleo de un vector no replicativo portador de la región int-attP del fago mv4, 
ha demostrado que la integrasa tiene una cierta flexibilidad en cuanto al sitio attB, 
permitiendo su integración en diferentes bacterias Gram positivas a través de regiones 
distintas a la de su hospedador natural (Auvray et al., 1997). En el caso del fago A2 de 
Lb. casei, la integración se produjo incluso en una bacteria Gram negativa como es E. 
coli (Álvarez et al., 1998). 
? Escisión. 
La integración da lugar a la formación de dos sitios de unión híbridos en las 
intersecciones de los genomas fágico y bacteriano. Estos sitios de unión, llamados attL y 
attR, comparten el mismo core que attP y attB y van a permitir que la integración sea un 
proceso reversible, de tal forma que cuando se produce la inducción, tiene lugar una 
recombinación sitio-específica entre ellos, escindiéndose el profago del genoma 
bacteriano e iniciando así el ciclo lítico. 
 En el fago λ, un gen adyacente a int, el gen xis, codifica una escisionasa que, 
unida a la integrasa, es la que cataliza la escisión del profago (Echols y Guarneros, 1983). 
Aunque se han encontrado genes similares en lactofagos, esta función aún no ha sido 
estudiada con profundidad. Sólo en el caso de TP901-1 se ha comprobado que una pauta 
abierta de lectura, orf7, incrementa mil veces la eficiencia de escisión (Breüner et al., 
1999). 
I.2.3.3.- Pseudolisogenia. 
 En cultivos iniciadores mixtos de composición compleja es frecuente que fagos 
virulentos se propaguen permanentemente en una pequeña proporción de cepas, presentes 
en el iniciador, que son sensibles a ellos. Este fenómeno se conoce como pseudolisogenia 
o estado portador de fago (Vlegels et al., 1988; de Vos, 1989) y aunque hay producción 
espontánea de nuevos viriones, el fermento suele crecer normalmente debido a la 
existencia de células insensibles a los fagos presentes y con capacidad suficiente para 
llevar a cabo la fermentación sin que se produzca un retraso apreciable en la producción 
de ácido. 
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I.2.4.- Bacteriófagos de S. thermophilus. 
 Los bacteriófagos de S. thermophilus son un grupo relativamente homogéneo. 
Hasta la fecha todos presentan la misma morfología, pertenecen a la familia Siphoviridae, 
poseen cápsidas isométricas (45–60 nm) y una cola, no contráctil más o menos larga 
(240–270 nm). Los fagos de S. thermophilus tienen una alta homología de DNA, esto nos 
lleva a pensar que todos los virus que infectan a S. thermophilus derivan de un ancestro 
común (Mercenier et al., 1994). Estos bacteriófagos poseen un genoma de dsDNA, que 
oscila entre 31−45 Kb. La lisogenia es un evento raro en estos bacteriófagos, solamente el 
1% de los fagos estudiados son atemperados (Brussöw et al., 1994). Se suelen clasificar 
en 2 grupos, basándose en el sistema de empaquetamiento de su DNA (cos o pac) y el 
número de proteínas estructurales mayoritarias (Le Marrec et al., 1997). Los fagos tipo 
cos presentan extremos cohesivos en su genoma y 2 proteínas estructurales mayoritarias 
(33 y 25 kDa, aprox.), mientras que los fagos de S. thermophilus tipo pac, tienen 3 
proteínas estructurales mayoritarias (41, 25 y 13 kDa, aprox.). Hasta el momento se han 
secuenciado 7 fagos de S. thermophilus, 4 de tipo cos: DT1 (Tremblay et al., 2001), 
Sfi19, Sfi21 (Lucchini et al., 1999) y 7201 (Stanley et al., 2000), y 3 de tipo pac: O1205 
(Stanley et al., 1997), 2972 (Levesque et al., 2005) y Sfi11 (Lucchini et al., 1998). 
Estudios de genómica comparada han permitido descubrir parte de los genes involucrados 
en el reconocimiento específico del receptor que desencadena la infección (Duplessis y 
Moineau, 2001), de esta forma se pueden establecer sistemas racionales de rotación de 
cultivos (Binetti et al., 2005). 
I.2.5.- Evolución fágica. 
 Los fagos pudieron haber evolucionado de organismos auto-replicativos que 
hubieran perdido la maquinaria necesaria para llevar a cabo la traducción y con ella la 
posibilidad de realizar procesos metabólicos, obligándolos a convertirse así en parásitos 
estrictos. Otra teoría alternativa hace referencia a un ancestro común, que se hubiera 
desarrollado como un elemento genético extracelular proveniente del hospedador, y que 
habría adquirido los genes necesarios para proteger su DNA de la degradación, primero 
dentro de la célula y posteriormente fuera de ella. Este origen bacteriano de algunos 
fagos, está respaldado por la existencia de secuencias de DNA en los genomas de las 
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bacterias que parecen tener características comunes en cuanto a estructura y organización 
genómica al DNA fágico. 
 Si bien el origen de los fagos es incierto, el mecanismo por el cual evolucionan es 
más conocido. La forma clásica de evolución genética, por medio de mutaciones 
puntuales en genes que dan como resultado proteínas adaptables a distintas funciones, 
tiene aquí cabida. Pero podría existir además, otro poderoso mecanismo de evolución 
fágica que se conoce con el término de evolución modular. Esta teoría, propuesta por 
Botstein (1980), considera que los genomas de los bacteriófagos, incluidos los que nos 
ocupan, están organizados en unidades funcionales multigénicas conocidas como 
módulos. Estos módulos codifican funciones biológicas concretas (Fig. I.9), como puede 
ser la construcción de la cápsida o el establecimiento de la lisogenia y serían 
intercambiables, de forma que pueden ser traspasados de unos fagos a otros potenciando 
así el proceso evolutivo (Botsein, 1980; Brüssow y Desiere, 2001).  
 
 
 
Fig. I.9.- Alineamiento modular de genomas fágicos. A) Fagos cos y pac de S. thermophilus (Lévesque et al., 2005).          
B) Profagos Sfi21 (S. thermophilus), BK5-T (Lc. lactis) y PVL (Staphylococcus aureus) (Canchaya et al., 2003). Los genes 
encargados de cada función se agrupan en módulos (colores), ésta estructura se repite en todos los fagos secuenciados hasta 
el momento. 
A) 
B) 
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 La comparación de las, cada vez más numerosas, secuencias de genomas 
completos disponibles está permitiendo confirmar la teoría modular de la evolución de 
los fagos. Esta teoría, que se propone como la forma principal de evolución fágica, no se 
halla limitada a los fagos, ya que a la vista de los datos proporcionados por la 
secuenciación de genomas bacterianos, se ha comprobado la existencia de grupos de 
genes organizados de acuerdo a la forma modular. Esta evidencia puede indicarnos 
también el posible origen celular de los bacteriófagos (Dandekar et al., 1998).  
I.3.- La industria láctea y los bacteriófagos. 
La gran variedad de productos fermentados que consumimos en la actualidad ha 
originado un creciente interés por la investigación sobre las BAL. Los estudios sobre su 
fisiología y los procesos fermentativos en si mismos han transformado algunas de las 
fermentaciones tradicionales empíricas en procesos industriales cuidadosamente 
controlados, especialmente en la industria láctea, debido a la gran importancia económica 
de este sector. A pesar de ello, existen distintos agentes o factores capaces de retrasar o 
inhibir el crecimiento de las BAL que integran los cultivos iniciadores, generando 
dificultades tecnológicas durante el proceso de fabricación que derivarán en la obtención 
de productos defectuosos. Un caso notable es la infección por bacteriófagos que, desde el 
punto de vista práctico, constituye la causa principal de problemas de acidificación. 
Las infecciones por fagos ocurren en la mayoría de las fermentaciones 
industriales, pero el perjuicio que causan es mucho mas grave en las industrias lácteas, 
donde son responsables de importantes pérdidas económicas. Las fermentaciones lácteas 
industriales podrían considerarse como grandes cultivos de microorganismos que tienen 
la peculiaridad de que el medio de cultivo empleado, la leche pasteurizada o incluso 
cruda, no es estéril. Por ello, la posibilidad de contaminación microbiana es constante, 
aunque, en general, la gran adaptación de las BAL al medio fermentable, su adición a las 
cubas en concentraciones elevadas y la generación de condiciones inhóspitas para los 
microorganismos foráneos, excluyen la aparición de contaminaciones durante el proceso 
de elaboración y el posterior almacenamiento del producto. Ahora bien, estas 
condiciones, al favorecer la preponderancia de las bacterias que se utilizan como 
organismos iniciadores, promueven asimismo el enriquecimiento en sus bacteriófagos 
específicos (Mata, 1994; Neve, 1996; Josephsen y Neve, 1998). Estos virus, al ser 
parásitos intracelulares estrictos dependientes del metabolismo de su hospedador, se 
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desarrollan tanto mejor cuanto más idóneas sean las condiciones de propagación de la 
célula parasitada.  
Por otra parte, los bacteriófagos son capaces de enmascararse en los propios 
fermentos mediante los procesos de lisogenia o pseudolisogenia, por lo que su 
eliminación resulta muy problemática. Como consecuencia, los cultivos iniciadores, la 
materia prima a fermentar o el instrumental que se utiliza en la fabricación actúan como 
reservorios de fagos endémicos que pueden infectar las bacterias que constituyen el 
iniciador, interfiriendo con el proceso fermentativo, retrasándolo e incluso causando la 
pérdida de la leche (Chopin et al., 1994; Limsowtin et al., 1994). Además, la rentabilidad 
del proceso se ve fácilmente afectada, debido a que los horarios de producción son muy 
rigurosos. En este sentido cabe destacar que las industrias lácteas reciben leche todos los 
días del año y que toda la leche recibida debe ser procesada a lo largo del día en que es 
recogida. 
 La identificación de los fagos como un problema para el sector lácteo data de la 
década de los años 30 del siglo pasado (Whitehead y Cox, 1935) y en la actualidad, lejos 
de resolverse, se ha agravado debido al uso de iniciadores definidos. La sustitución de los 
cultivos iniciadores preexistentes en la materia prima (iniciadores indefinidos), 
constituidos por una mezcla compleja de microorganismos, por otros diseñados en el 
laboratorio (iniciadores definidos), formados por unas pocas cepas seleccionadas con 
unas características tecnológicas determinadas y su uso continuado, proporciona un 
hospedador permanentemente expuesto a un ataque fágico, resultando por tanto, más 
susceptibles (McKay y Baldwin, 1990; Cuesta, 1996). Desde el punto de vista del 
fabricante de cultivos iniciadores, la manera más obvia y exitosa de tratar con el 
problema fágico es la rotación de las cepas que componen los fermentos para evitar el 
enriquecimiento con bacteriófagos específicos. La rotación se basa en la disponibilidad 
de un número suficiente de cepas con distintos perfiles de resistencia. La dificultad en 
identificar estas cepas y la obtención de fermentaciones no uniformes debidas al uso de 
distintos fermentos, son los principales problemas asociados con los esquemas de 
rotación. Desde un punto de vista evolutivo, el uso de cepas diferentes favorece también 
la presencia de una población heterogénea de virus y de esta forma aumenta el potencial 
de recombinación genética entre ellos. De hecho, a pesar del establecimiento de sistemas 
de rotación de cultivos iniciadores, los fagos virulentos siguen provocando dificultades 
tecnológicas en las elaboraciones lácteas. 
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 Debido a la magnitud e impacto económico del problema, los virus de las BAL 
han sido ampliamente estudiados en los últimos años. Las investigaciones se han centrado 
en la caracterización biológica de los bacteriófagos y en el desarrollo de cepas iniciadoras 
resistentes a sus ataques. Se han caracterizado así, múltiples fagos a nivel molecular, y se 
han empezado a comprender las complejas relaciones fago/hospedador, las cuales, son 
fundamentales para proceder al diseño racional de mecanismos de control de la infección. 
El esfuerzo realizado en este sentido ha sido muy grande, habiéndose convertido en la 
actualidad en el grupo de fagos más minuciosamente documentado en las bases de datos 
(Brüssow, 2001; Sturino y Klaenhammer, 2006).  
I.4.- Detección de Fagos. 
 Idealmente, los bacteriófagos no deberían de estar presentes en las fermentaciones 
lácticas industriales, aunque esta situación es rara. Mas, como no existe todavía una 
estrategia que permita la eliminación eficaz de los fagos en las elaboraciones lácteas, la 
detección rápida y su seguimiento son de gran importancia. Generalmente se acepta que 
la presencia de fagos en bajos niveles no causa problemas tecnológicos. Aunque se ha 
observado, que cuando se utilizan fermentos definidos, constituidos por una o por unas 
pocas cepas, en algunos casos, pueden llegar a ser inhibidos por títulos fágicos bajos    
(1–103 PFU ml-1), mientras que en el caso de fermentos indefinidos, no son inhibidos hasta 
títulos en torno a 108 PFU ml-1 o incluso superiores. Estas consideraciones han llevado a 
establecer un título fágico umbral consenso, por encima del cual se considera que puede 
tener lugar la inhibición o incluso llegar a detener el proceso de fermentación, este título 
se establece en 105 PFU ml-1 (Neve et al., 1991). 
Cuando se detecta un fallo o retraso en la fermentación de la leche, se suelen 
probar la presencia de fagos líticos usando técnicas microbiológicas clásicas como los 
ensayos de actividad, virajes de color con un indicador de pH, mediciones del cambio en 
la conductancia de la leche o ensayos en placa (Svensson y Christiansson, 1991). Por 
desgracia, todos estos métodos consumen un tiempo precioso para las industrias lácteas 
(1–2 días) y además, no dan información acerca de las especies de fagos causantes de los 
problemas en el proceso de fermentación. Como ya se comentó anteriormente, cualquier 
retraso en las elaboraciones lácteas lleva asociado grandes pérdidas económicas, debido a 
los enormes volúmenes de leche que manejan estas fábricas diariamente. 
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Con el desarrollo de nuevas técnicas inmunológicas en clínica, se comenzó a 
aplicar dichos ensayos en el sector lácteo. Así se desarrollaron sistemas inmunológicos 
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para detectar específicamente los fagos de 
Lc. lactis de las familias 936, P335 y C2, (Lembke y Teuber 1979; Moineau et al., 1993; 
Chibani et al., 1998, respectivamente) causantes de la mayoría de problemas en las 
elaboraciones de quesos. Ahora bien, estos métodos no demostraron ser útiles ya que los 
límites de detección observados fueron de 107–108 PFU ml-1, dos órdenes de magnitud por 
encima del título umbral (105 PFU ml-1). En paralelo, también se fueron desarrollando 
ensayos de hibridación con sondas de DNA, con los que se consiguió disminuir el límite 
de detección a 106 PFU ml-1 (Moineau et al., 1993). Pero la técnica que tiende a imponerse 
en los últimos años, debido a su simplicidad y rapidez, es la PCR, con la que se pueden 
alcanzar límites de detección menores (103–104 PFU ml-1), además de poder detectar más 
de una especie vírica en una misma reacción (PCR múltiple) y reducir los tiempos de 
espera a tan solo 3–4 horas (Labrie y Moineau, 2000). Como veremos, a lo largo de este 
trabajo se han desarrollado nuevos sistemas de PCR múltiple, tanto convencional como 
cuantitativa a tiempo real (qPCR), para la detección de fagos que infectan las especies 
bacterianas Lc. lactis, Lb. delbrueckii y S. thermophilus.  
I.4.1.- Métodos basados en la PCR. 
 Desde que en los años 80 Mullis (1987) ideara la amplificación de DNA mediante 
PCR, mucho se ha escrito sobre ella y sus aplicaciones. Esta técnica se ha empleado en 
campos tan diversos como la microbiología, genética, oncología, ciencia forense e 
incluso arqueología. Y se ha utilizado para fines tan variados como la clonación y análisis 
de secuencias de DNA, la detección, la tipificación y el diagnóstico de enfermedades 
causadas por diversos virus y patógenos.  
? PCR múltiple. 
 Esta técnica de PCR consiste en la amplificación de más de una secuencia diana, 
en la misma reacción, mediante la utilización de más de una pareja de cebadores 
específicos, de manera que se produce un considerable ahorro de tiempo y esfuerzo sin 
que se altere la eficacia del ensayo. Desde su introducción, esta técnica ha sido aplicada 
en muchas áreas de detección de ácidos nucleicos e identificación de virus y patógenos. 
Labrie y Moineau (2000) desarrollaron un sistema de PCR múltiple para la detección e 
identificación de fagos de Lc. lactis.  
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? qPCR en tiempo real. 
 La PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) combina un termociclador, un 
fluorímetro y un analizador (ordenador). Esta técnica utiliza moléculas fluorogénicas, que 
pueden ir unidas a los cebadores, a las sondas internas del fragmento diana o al propio 
DNA, para detectar los productos de PCR a la vez que se produce la amplificación, 
reduciendo los tiempos y aumentando la especificidad de la reacción, pero aún más 
importante es que la qPCR cuantifica el material genético de partida ya que la cantidad de 
fluorescencia registrada se duplica en cada ciclo y es directamente proporcional al DNA 
inicial. Por otro lado, la qPCR también permite la detección y cuantificación de múltiples 
genes por coamplificación en un mismo tubo, utilizando sondas específicas (distintos 
fluoróforos) para cada gen diana y poder así detectar todos ellos en “tiempo real” 
mientras se multiplican.  
 En resumen la qPCR es una técnica, limpia y rápida, que ofrece múltiples ventajas 
sobre la PCR clásica; 1) evita las manipulaciones posteriores a la amplificación por lo 
que el riesgo de contaminaciones desaparece y el tiempo empleado en el análisis 
disminuye, 2) detecta y, al mismo tiempo, cuantifica la cantidad de DNA presente en la 
muestra, 3) en el caso de utilizar sondas TaqMan® tiene mucha mayor especificidad 
puesto que utiliza tres secuencias específicas en lugar de dos (2 cebadores + 1 sonda). 
 El sistema de qPCR se está empleando en innumerables experimentos de biología 
molecular, principalmente se está aplicando en la cuantificación de los niveles de 
expresión de un gen en diferentes situaciones (Sellars et al., 2007). En nuestro caso, 
aplicamos esta técnica en el desarrollo de nuevos sistemas de detección, en un sólo paso 
se podrán detectar los fagos más problemáticos para la industria láctea en menos de una 
hora. La detección rápida y eficaz de los fagos que infectan las bacterias que componen 
los iniciadores usados en la industria láctea, permitirá destinar la leche contaminada a 
procesos en los que no intervengan éstos iniciadores o en los que el tratamiento aplicado 
sea capaz de descontaminarla.  
 Las reacciones de qPCR pueden ser abordadas, generalmente, de dos modos; uno 
de ellos es un método inespecífico en el que se utilizan fluoróforos intercalantes del DNA 
como es el SYBR®Green (Fig. I.10). Cuando estos agentes intercalantes se fijan al DNA 
comienzan a emitir fluorescencia de forma que la intensidad de la misma será 
proporcional a la cantidad de producto de PCR de doble hebra sintetizado y, por lo tanto, 
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aumentará con cada ronda de amplificación. Este método es sencillo, barato y aunque la 
secuencia diana sea modificada puede seguir utilizándose. Sin embargo, las 
amplificaciones inespecíficas son frecuentes, por lo que se requiere un diseño meticuloso 
de los iniciadores, así como la detección de la fluorescencia a elevadas temperaturas, a las 
que los productos de PCR pequeños e inespecíficos son inestables (Wetmur, 1991;    
Ririe et al., 1997). Esta técnica se utiliza sobre todo para cuantificar los niveles de 
expresión génica (Sellars et al., 2007) y para detectar la carga viral presente en 
determinadas muestras (Edelman y Barletta, 2003). 
 
Fig. I.10.- qPCR con SYBR® green.  
 
 Otro método de qPCR ampliamente utilizado son las sondas TaqMan® y consiste 
en el uso de una sonda u oligonucleótido interno adicional, marcado con un agente 
fluorescente en el extremo 5’ (reporter) y otro bloqueante de la fluorescencia (quencher) 
en el extremo 3’ (Fig. I.11), que puede ser o no otro elemento fluorescente. De forma, 
que cuando la sonda se encuentra libre no se produce fluorescencia debido a que el 
quencher absorbe la emisión lumínica del reporter. Cuando la sonda hibrida 
específicamente con el DNA diana y comienza la amplificación, al tiempo que tiene lugar 
la elongación desde los cebadores se produce la liberación de la fluorescencia, gracias a 
la actividad exonucleásica 5’−3’ de la Taq polimerasa, la sonda se rompe y se libera el 
nucleótido del extremo 5’, la emisión fluorescente deja de ser secuestrada por el quencher 
(Fig. I.12), y puede así ser registrada (Heid et al., 1996). Al igual que en el caso de 
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agentes intercalantes, la intensidad de la señal está directamente relacionada con la 
cantidad de producto de PCR al cual se puede unir la sonda, de su concentración y del 
número de ciclos de PCR (Holland et al., 1991). 
 
Fig. I.11.- Sonda Taqman® 
 Existe también una variante del caso anterior, son las denominadas sondas 
Taqman® MGB de la casa comercial Applied Biosystems, en la que la molécula 
bloqueante o quencher no es un fluoróforo, esto nos permite disponer de un canal 
adicional en el detector de fluorescencia. La utilización de este tipo de sondas Taqman® 
MGB en sistemas de qPCR múltiple, permite la detección de hasta 4 dianas distintas en 
un sólo experimento. 
 
 
  
Fig. I.12.- qPCR con sondas Taqman® (Roche Applied Science©). 
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II.- OBJETIVOS. 
 Las fermentaciones lácticas son procesos microbiológicos de origen tradicional en 
todo el mundo. Sirven para conservar el alimento y, además, conferir a los nuevos 
productos aromas, sabores y texturas deseables. Una de las incidencias más graves que se 
presentan en estas fermentaciones es el ataque de sus cultivos iniciadores por 
bacteriófagos. Dicho ataque puede tener una insospechada importancia económica puesto 
que el proceso de fermentación industrial puede retrasarse o detenerse afectando a las 
características organolépticas del producto elaborado. Dentro de este sector, la industria 
láctea es una de las más afectadas. Todo ello, ha llevado a la adopción de medidas 
preventivas y correctivas para paliar el problema. Debido a esto nos planteamos 
desarrollar procedimientos de control que permitan evitar que los fermentos sean 
expuestos a posibles ataques fágicos. Dichos procedimientos se basan en el conocimiento 
exhaustivo de la biología de los fagos a los que nos enfrentamos y el desarrollo, 
optimización y aplicación de distintas técnicas de amplificación de DNA mediante el 
empleo de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la detección de fagos de 
interés para la Industria Láctea. En este sentido, los objetivos desglosados que nos 
planteamos a la hora de diseñar el presente trabajo fueron: 
1.- Aislamiento de bacteriófagos que infectan cepas industriales de S. thermophilus a 
partir de fermentaciones fallidas. 
2.- Caracterización y tipificación molecular de los fagos aislados. 
3.- Desarrollo de sistemas de detección precoz de bacteriófagos de S. thermophilus 
industrialmente problemáticos mediante técnicas de PCR. 
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III.- MATERIAL Y MÉTODOS. 
III.1.- Microorganismos y condiciones de cultivo. 
III.1.1.- Medios y condiciones de cultivo. 
La propagación de las cepas y de los bacteriófagos de S. thermophilus y de        
Lc. lactis, se llevó a cabo en medio M17 (Oxoid, Hampshire, England) suplementado con 
lactosa (LM17) al 0’5% y glucosa (GM17) al 0’5% (p/v), respectivamente. Los medios 
sólido y semisólido se prepararon añadiendo agar (Roko. Oviedo, España) al 2% y 0’6% 
(p/v), respectivamente. Los cultivos de S. thermophilus se incubaron a 42º C, mientras que 
los de Lc. lactis lo hicieron a 30º C, ambos sin agitación.  
Las cepas de Lb. delbrueckii y de sus bacteriófagos, se propagaron en medio 
LAPTG (Raibaud et al., 1961). Los medios sólido y semisólido se prepararon añadiendo 
agar (Roko) al 2% y 0’6% (p/v), respectivamente. Estos cultivos se incubaron a 37º C sin 
agitación.  
Para la propagación de los virus, de estas tres especies bacterianas, los medios 
sólidos, semisólidos y líquidos se suplementaron con MgSO4 y Ca(NO3)2 (cf:10 mM). 
La cepa TOP10 (Invitrogen) de E. coli se incubó a 37º C en medio 2xTY o LB 
(Luria-Bertani) (Sambroock et al., 2001), con agitación cuando el medio era líquido. La 
concentración de antibiótico para la selección de las cepas transformantes fue de 100 μg 
ml-1 de ampicilina o 50 μg ml-1 de kanamicina, según el caso. 
 Las diluciones seriadas de los fagos, de las suspensiones plasmídicas y de los 
controles positivos internos utilizadas en los experimentos de qPCR, se realizaron en 
leche desnatada reconstituída al 10% (p/v) (Oxoid) de forma que a 9 ml de leche se le 
añadía 1 ml de la solución concentrada, se mezclaba por inversión y 1 ml de esta dilución 
se añadía a otros 9 ml de leche, de forma que en cada paso la solución inicial se diluía 10 
veces (10-1, 10-2, 10-3, ...).  
En todos los casos, los medios se prepararon y esterilizaron siguiendo las 
recomendaciones indicadas por las casas suministradoras. 
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III.1.2.- Cepas bacterianas y bacteriófagos. 
 A partir de los fermentos liofilizados, utilizados por la empresa Central Lechera 
Asturiana perteneciente a la Corporación Alimentaria Peñasanta Sociedad Anónima 
(CAPSA) en sus elaboraciones industriales de yogur, se aislaron un total de 20 cepas 
bacterianas de S. thermophilus; G1.1, G1.2, G3.1 (IPLA10094), G3.2, G3.3, G3.4, G4.1, 
G5.1, G5.2, G5.3, G6.1 (IPLA10095), G6.2, G6.3, G7.1, G7.2, G7.3, G8, G9, G10.1 y 
G10.2 (IPLA10074), denominadas haciendo referencia a la planta de producción, Granda 
(G) y al fermento (número) de los que provenían (Tabla III.1).  
 Para el aislamiento de estas cepas, los fermentos se propagaron en medio LM17 
líquido, tras lo cual se sembraron en superficie por estría, en placas de medio LM17 
sólido para la obtención de colonias aisladas. Estas colonias aisladas se inocularon en 
medio líquido para obtener cultivos puros, que se mantuvieron congelados a −20º C y 
−70º C en glicerol al 20% y con los que se llevaron a cabo todos los experimentos 
posteriores. De las cepas aisladas, se seleccionaron tres por su sensibilidad frente a los 
fagos y fueron incorporadas a la colección del Instituto de Productos Lácteos de Asturias 
(IPLA): G3.1 (IPLA10094), G6.1 (IPLA10095) y G10.2 (IPLA10074), las cuales se 
emplearon como cepas sensibles e indicadoras para el aislamiento de los fagos.  
 
Nº Fermentos Tipos de yogures Combinaciones 
1 MSK-MIX ABD V1-54 PELLET DIP 
2 VF ESPECIES 420 PELLET DIP Todos los bios frutas y bioplus Mezcla 1 y 2 
3 MSK B2 VISBYVAC SERIE 500 
4 MSK V10 VISBYVAC SERIE 500 Bios firmes (natural y desnatados) 
Alternativo 3 o 4 
junto con 2 
5 JOGHURT V-9 FERMOVAC 1000 
6 JOGHURT V-16 FERMOVAC 1000 
7 MSK R-1 TEMOVAC 1000 
Natural firme (aromas, azucarados y 
desnatados) 
Alternativo 5 o 6 
junto con 7 
8 JO-MIX VM 1-34 PELLET DIP Vaqueiros y calcios cremosos  
9 JO-MIX VF 1-10 PELLET DIP Frutas enteros y desnatados  
10 JO-MIX NM 2-20 PELLET DIP Yoglup entero, desnatado y sabores.  
Tabla III.1.− Fermentos cedidos por CAPSA (Granda, Asturias), para el aislamiento de cepas de S. thermophilus. 
Se aislaron 29 fagos de S. thermophilus a partir de muestras industriales      
(Tabla III.3), que habían sufrido un retraso en la acidificación y que fueron cedidas por 
la empresa CAPSA. También se utilizaron 14 bacteriófagos aislados de la industria láctea 
argentina (Tabla III.3) como controles de infección de las cepas argentinas y que fueron 
cedidas por la Dra. Ana G. Binetti (PROLAIN. Santa Fe, Argentina). En el desarrollo del 
sistema de detección de fagos problemáticos para la industria láctea por PCR múltiple 
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también se utilizaron 3 fagos de Lb. delbrueckii  (Tabla III.4) y 24 de Lc. lactis (Tabla 
III.3). 
Cepa E. coli Genotipo Referencia 
TOP10 F
− mcrA Δ(mrr−hsdRMS−mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(ara−leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
Kit TOPO−TA 
Cloning® InvitrogenTM 
Tabla III.2.− Genotipo de la cepa de E. coli del kit de clonación TOPO−TA Cloning® (InvitrogenTM) usada en 
este trabajo. 
Para la clonación de genes y fragmentos de PCR se utilizó la cepa E. coli TOP10 
(Tabla III.2) del kit comercial de clonación “TOPO−TA Cloning®” (InvitrogenTM. 
Carlsbad, California).  
Fagos aislados: Cepa   Fagos argentinos: Cepa 
φipla01 5−C 
  
φP10.3a 10.3 
φipla02 IPLA10095 
  
φP12.4a 4−C 
φipla03 IPLA10094 
  
φP13.2a 13.2 
φipla04 IPLA10074     
φipla10 IPLA10074 
  
φP3.1b 3.1 
φipla11 5−C 
  
φ021−5b 5−C 
φipla12 IPLA10074 
  
φ0BJb 15−C 
φipla13 IPLA10094 
  
φFcSth10b Sth10 
φipla14 IPLA10074 
  
φCPb 1−C 
φipla15 IPLA10074 
  
φCQ210b 10−C 
φipla16 IPLA10074 
  
φCQ211b 11−C 
φipla17 IPLA10074 
  
φ799−M1b 799 
φipla18 IPLA10074 
  
φLy1b cLy1 
φipla19 IPLA10074 
  
φLy4b cLy4 
φipla21 IPLA10094 
  
φLy7b cLy7 
φipla106 4−C     
φipla107 4−C   Fagos control: Cepa 
φipla108 4−C 
    
φipla109 4−C 
  
φSfi11c − 
φipla110 CNRZ 1066 
  
φSfi21c CNRZ1066 
φipla120 IPLA10094 
    
φipla121 IPLA10094 
   
 
φipla122 IPLA10074     
φipla123 IPLA10074     
φipla124 LMD9     
φipla126 LMD9     
φipla127 IPLA10074     
φipla129 IPLA10074 
    
Tabla III.3.− Bacteriófagos de S. thermophilus usados en este trabajo. a: Binetti et al., 
2005; b: Suárez et al., 2002; c: Desière et al., 2002. 
Fagos Cepas 
 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
φYABa AB1 
φBYMa YSD V 
 Lb. delbrueckii subsp. lactis 
φLL−Hb LKT 
Tabla III.4.− Bacteriófagos de Lb. delbrueckii usados en este trabajo. a: Quiberoni et al. 
2003; b: Alatossava y Pythilá, 1980. 
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Fagos de Lc. lactis Cepa Lc. lactis 
 
Cepa Lc. lactis 
  
 
 
Fagos especie 335  Fagos especie 335  
27CYL, 114/4 IL−1403a P335f, 104/37 F4−2b 
    
Fagos especie 936  Fagos especie 936  
bIL170d, 070/6, 125/0, 
074/5b, 123/0, 268/9, 174/37, 
224/40, 184/26 
IL−1403a 114/37, 234/14 F4−2b 
    
Fagos especie C2    
C2e, 056/5, 262/4, 100/8, 
116/8, 92/47, 154/26, 154/18, 
110/2 
MG1614c   
Tabla III.5.− Bacteriófagos de Lc. lactis usados en este trabajo. a: Bolotin et al., 2001; b: Moineau, 1999;              
c: Gasson, 1983; d: Crutz-Le Coq et al., 2002; e: Lubbers et al., 1995; f: Braun et al., 1989; resto fagos cedidos 
por Dra. Carmen Madera (datos sin publicar). 
 
III.1.3.- Aislamiento de fagos presentes en yogur. 
Se toman 100 μl de cada muestra de yogur y se añaden a 4 ml de medio LM17 
líquido inoculado al 0’1% con un cultivo en fase exponencial de la cepa indicadora de     
S. thermophilus, para favorecer la propagación de los posibles fagos presentes en ella. Se 
incuba la mezcla durante una noche a 42º C, se centrifuga y se añaden 100 μl del 
sobrenadante a 4 ml de medio LM17 repitiéndose así el enriquecimiento. Se incuba 
durante 8 horas a 42º C, se centrifuga 5 min a 4.000 rpm para eliminar los restos 
bacterianos y se filtra (filtros Whatman Ø: 0’45 μm). Se hacen diluciones seriadas (1/10) 
del filtrado y se inoculan junto a la cepa indicadora siguiendo el método de la doble capa 
(Terzaghi y Sandine, 1975). Las placas se incuban durante una noche a 42º C y se 
observa la aparición/ausencia de placas de lisis.  
A partir de placas aisladas se llevó a cabo la propagación en medio líquido de los 
fagos aislados, para ello se toma una muestra de una placa de lisis aislada y se le añade    
1 ml de medio LM17, se dejan difundir los fagos durante 1 hora a temperatura ambiente y 
se añaden 100 μl de esta suspensión a 5 ml de medio LM17 líquido inoculado con la cepa 
sensible al 1%. El cultivo se incuba a 42º C hasta observar el aclaramiento de la 
suspensión, momento en el que se ha producido la lisis bacteriana y la liberación de los 
viriones. Estos cultivos lisados fueron filtrados y guardados a 4º C para posteriores 
ensayos. Las suspensiones concentradas de fagos, se obtuvieron precipitando los viriones 
de los cultivos lisados con una solución de polietilenglicol (PEG) 8000 (cf: 20%) y   
NaCl (cf: 2’5 M) manteniendo los tubos a 4º C durante una noche (1 ml PEG/NaCl por 
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cada 5 ml de cultivo lisado). El precipitado se resuspende en 100 µl de tampón SM     
(Tris-HCl 50 mM, pH 7’5; MgSO4 1 mM; NaCl 100 mM; Gelatina 2% (p/v))     
(Sambrook et al., 2001). Para su congelación a –70º C o −20º C se añade glicerol al 20%. 
 
III.1.4.- Determinación del título de las suspensiones fágicas. 
Para conocer el título de una suspensión fágica, se hicieron diluciones seriadas 
(1/10) en medio LM17 o en leche, se mezclaron 100 µl de un cultivo de la cepa indicadora 
con 100 µl de la dilución apropiada del bacteriófago y todo ello se añadió a 4 ml de 
medio semisólido fundido a una temperatura de aproximadamente 50º C. La mezcla se 
extiende sobre una placa de LM17 y se incuba a 42º C durante una noche. Tras la 
incubación, se busca la dilución en la que las placas de lisis aparecen aisladas y se 
procede al recuento del número de placas de lisis observadas. Después se calcula el 
número de unidades formadoras de placa por mililitro de suspensión (PFU ml-1). 
 
III.1.5.- Determinación del patrón de sensibilidad/resistencia a 
fagos. 
Cada una de las cepas de S. thermophilus industriales, así como las cepas 
argentinas y las de colección se enfrentaron a cada uno de los 29 fagos aislados en este 
trabajo. Para ello, se utilizó el método de la doble capa, en una placa de LM17 sólido se 
extendieron 3 ml del mismo medio semisólido, al que se le habían añadido 100 µl de 
suspensión de la cepa a ensayar en fase exponencial (aprox. 108 CFU ml-1). Una vez 
gelificado el medio, se depositó sobre él una gota (5 µl aproximadamente) de cada 
suspensión fágica con títulos que variaban entre las 109 y 1011 PFU ml-1. Se incubaron las 
placas durante una noche a 42º C y al día siguiente se observaba la aparición/ausencia de 
zonas de lisis. En todas las placas se incluyó un control de infección positiva consistente 
en una gota de un fago específico de cada cepa a ensayar. 
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III.2.- Manipulación y análisis de DNA. 
III.2.1.- Obtención de DNA fágico. 
Tras centrifugar 50 ml del cultivo lisado durante 20 min a 10.000 rpm para 
eliminar restos bacterianos, se llevó a cabo una precipitación de los viriones del 
sobrenadante con PEG/NaCl (III.1.3), manteniendo los tubos a 4º C durante una noche. 
Tras centrifugar a 4º C durante 30 min a 10.000 rpm, se resuspendió el precipitado en 
tampón SM conteniendo RNAsa (cf: 40 µg ml-1) y DNAsa I (cf: 10 µg ml-1), incubándose 
a 37º C durante 30 min. Después se lleva a cabo la lisis de las partículas fágicas con 80 µl 
de mezcla de lisis (2 volúmenes EDTA 0’5 M pH 8; 1 volumen Tris−HCl 2 M pH 9’6;    
1 volumen SDS 10%). Se incuba la solución en un baño de agua a 65º C por espacio de 
30 min y se le añaden 100 μl de acetato potásico (KH3(CO)2) 8 M y se incuba en hielo  
15 min. Tras lo cual, se centrifuga a máxima velocidad durante 15 min en una 
microcentrífuga a 4º C. El sobrenadante conteniendo el DNA fágico se transfiere a tubos 
eppendorf de 1’5 ml y se precipita con 1 volumen de isopropanol durante 5 min a 
temperatura ambiente y posterior centrifugado durante 10 min a 4º C. El precipitado se 
resuspende en 630 µl de TE y 70 μl de acetato sódico 3 M, volviéndose a repetir la 
precipitación en las mismas condiciones. El DNA se recoge por microcentrifugación 
durante 15 min a 4º C, se lava con etanol al 70% y se resuspende en 50 μl de TE, 
conservándose en congelación (−20º C) hasta su posterior utilización. 
III.2.2.- Obtención del DNA plasmídico. 
La lisis de las células de E. coli, que habían sido transformadas con los plásmidos 
correspondientes en cada caso (Tabla III.6), se llevó a cabo a partir de 5 ml de cultivo 
crecido durante una noche a 37º C en medio LB con agitación forzada, según el método 
de Birboin y Doly (1979) siguiendo las especificaciones de Sambrook et al. 2001. En 
algunos casos esta extracción se realizó mediante el kit comercial “High Pure Plasmid 
Isolation Kit” (Roche. Mannheim, Alemania). 
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III.2.3.- Electroforesis de DNA. 
Los plásmidos y DNA fágico tratado con enzimas de restricción, así como los 
fragmentos de DNA amplificados por PCR se separaron por electroforesis en geles de 
agarosa 0’7% en tampón TAE (Tris−base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM y EDTA 
2 mM, pH 8). A las muestras se les añadió una mezcla densificante (0’25% de azul de 
bromofenol y glicerol 50% en TE (Tris−HCl 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM, pH 8)). La 
electroforesis se llevó a cabo a 100 V durante 2 horas y el DNA se fotografía mientras se 
expone a luz UV tras su tinción con una solución de bromuro de etidio (1 µg ml-1) en un 
transiluminador “Gel Doc 2000” de la casa comercial Bio−Rad (California, USA) con el 
programa informático “Quantity One® v4.2.1”. Como patrones de peso molecular se 
utilizó el kit “Gene RulerTM DNA ladder mix. Ready-to-use” (Fermentas. Vilnius, 
Lituania). 
III.2.4.- Construcción de plásmidos. 
Para la construcción de los plásmidos utilizados en este trabajo se procedió a la 
amplificación por PCR (III.2.10) de fragmentos de DNA fágico con oligonucleótidos 
específicos (Tabla III.8). Los fragmentos de DNA se sometieron a electroforesis y se 
extrajeron de los geles de agarosa utilizando el kit comercial, “Illustra GFXTM PCR DNA 
and Gel Band Purification kit” (G.E. Healthcare. Buckinghamshire, U.K.), tras lo cual 
fueron clonados en el vector pCR®2.1-TOPO del kit de clonación “TOPO-TA cloning® 
kit” (Invitrogen) según las recomendaciones del fabricante. 
 
Plásmido Características Referencia/Origen 
pCR®2.1-TOPO® Apr, Knr, LacZα Kit comercial TOPO-TA (Invitrogen) 
pEM76 pUC19E + (six1::A2 int-attP::six2), Eryr, Apr, LacZα Martín et al., 2000 
pEM212 pCR®2.1 + orf1510 Fragmento 1196 pb de orf1510 (Sfi11) 
pEM213 pCR®2.1 + orf18 Fragmento 147 pb de orf18 (Sfi21) 
pEM125 pBluescriptSK(+) + six,            Eryr, Apr, LacZα Fragmento 90 bp de six (pEM76) 
Tabla III.6.− Plásmidos construidos o utilizados en este trabajo. 
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? Desarrollo de un sistema de control interno de amplificación para qPCR. 
Como control positivo interno (IC, Internal Control) de amplificación en qPCR, 
se construyó el plásmido pEM125 (Tabla III.6), clonando un fragmento de PCR de      
90 pb que contenía la secuencia six (base de datos EMBL, número de acceso X64695) 
amplificada del plásmido pEM76 (Martín et al., 2000). A partir de la secuencia six, se 
diseñó el sistema IC formado por; la pareja de oligonucleótidos cebadores IC−FW e 
IC−R y la sonda MGB−IC (Tabla III.11), sonda TaqMan®MGB marcada con el 
fluoróforo NEDTM (Applied Biosystems) en su extremo 5’. 
Para optimizar las concentraciones relativas del sistema IC, se hicieron 3 réplicas 
de la recta estándar de concentraciones conocidas del plásmido pEM125, que consistía en 
12 diluciones seriadas (1/10) en leche, que contenían desde 1011 a 1 copias ml-1 de dicho 
plásmido. El límite de detección se estableció en 103 copias ml-1 correspondiente a una CT 
de 31 (CT: Ciclo en el que el valor de fluorescencia sobrepasa el nivel umbral de 
detección). De esta forma como IC, a todas las muestras se les añadieron los 
oligonucleótidos cebadores (IC-FW e IC-R, cf: 450 nM) y la sonda (MGB-IC,               
cf: 125 nM) junto con 106 copias ml-1 del plásmido pEM125 cuya CT se sitúa 
aproximadamente en el ciclo 21. La reacción de qPCR se consideraba inhibida cuando el 
valor de la CT del IC difería en 3 unidades (CT>24). 
III.2.5.- Procedimientos de transformación génica. 
La introducción de plásmidos en el interior de la cepa de E. coli TOP10 del kit 
comercial “TOPO-TA cloning® kit” (Invitrogen) se realizó mediante electroporación con 
un equipo “Gene pulser Xcell microbial System” (Bio−Rad) según las recomendaciones 
del fabricante. Siendo las condiciones del pulso: 25 μF, 2500 V y 200 Ω.  
III.2.6.- Electroforesis en campo pulsante. 
La electroforesis en campo pulsante o PFGE (Pulsed−Field Gel Electrophoresis) 
(Hung y Bondziulis, 1990) es una variación de la electroforesis en geles de agarosa en la 
que la orientación del campo eléctrico se altera periódicamente, permitiendo la 
separación de fragmentos de gran tamaño. Cuando el primer campo eléctrico se aplica al 
gel, las moléculas se desplazan en la dirección del mismo y migran en el gel, es entonces 
cuando este primer campo se suprime y se activa otro formando ángulo con el anterior. El 
DNA antes de migrar en la dirección del segundo campo eléctrico debe cambiar su 
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conformación y reorientarse. Esta reorientación requiere de un tiempo que va a depender 
del tamaño de la molécula. Así, las moléculas más grandes tardarán más tiempo que las 
moléculas pequeñas. Cada campo se mantiene activo un tiempo que se ha denominado 
pulso, dependiendo su duración del tamaño de las moléculas que se quieren separar.  
 Para llevar a cabo la PFGE, 1 μg de los DNA 
virales sin digerir se calentaron a 60º C durante          
5 minutos para desnaturalizar los extremos cohesivos 
(cos), se enfriaron y rápidamente se cargaron 
resuspendidos en agarosa de bajo punto de fusión   
(cf: 0’6%, Bio−Rad) en el gel de electroforesis. El 
PFGE se llevo a cabo en un sistema de la casa comercial Bio−Rad denominado 
“CHEF−DRIII SYS220/240 system”. El gel se elaboró con agarosa 
“pulsed−field certified” (Bio−Rad) al 1% en buffer 0’5xTBE (Tris 0’89 M, EDTA     
0’02 M, ácido bórico 0’89 M). Las condiciones de corrido se resumen en la Tabla III.7. 
Tras el corrido, el gel se tiñó con Bromuro de Etidio y se visualizó en el 
transiluminador Gel Doc 2000. El tamaño del genoma se determino con el programa 
informático “Quantity One software v4.2.1” (Bio−Rad), usando como marcadores “Low 
Range PFG marker” (New England Biolabs, Massachusetts, USA). 
III.2.7.-Tratamientos enzimáticos del DNA. 
Las diferentes endonucleasas de restricción usadas fueron suministradas por la 
casa comercial Takara (Shiga, Japón). Las ligaciones se realizaron mediante el kit        
“T4 DNA ligase−Ready to go” (G.E.) o el enzima “T4 DNA ligase” (Takara). En todos los 
casos se utilizaron según las recomendaciones indicadas por las casas suministradoras.  
III.2.8.- Mecanismo de empaquetamiento. 
 Para determinar el sistema de empaquetamiento (cos o pac), 1 μg de los genomas 
virales sin digerir se trataron con T4 DNA ligasa. A continuación esta solución se calentó 
a 65º C durante 5 minutos para inactivar dicho enzima, tras lo cual los DNA se 
sometieron a restricción con el enzima EcoRV durante 2 horas a 37º C. Posteriormente se 
calentaron a 65º C durante 5 minutos, se enfriaron en hielo y rápidamente se llevó a cabo 
una electroforesis en geles al 1% de agarosa en TAE, a 80 V durante 3 horas. En paralelo, 
una solución de 1 μg del mismo DNA fágico, se sometía a los mismos procesos, excepto 
Pulso inicial 0’1 seg 
Pulso final 8 seg 
Tiempo de corrido 15 horas 
Voltaje 200 V 
Campo eléctrico 0’6 V cm-1 
Temperatura 14° C 
Ángulo 120º 
Tabla III.7.- Condiciones de corrido PFGE 
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al tratamiento con T4 DNA ligasa. La comparación de los resultados de estas dos 
soluciones (tratada vs. sin tratar) permite comprobar, en los fagos con extremos 
cohesivos, la desaparición de las dos bandas del perfil de restricción del fago 
correspondientes a los sitios cos y la aparición de una banda de tamaño igual a la suma de 
los dos fragmentos desaparecidos y que sería el resultado de la ligación de los extremos 
cohesivos. Si no se produce este cambio en el perfil de restricción del fago, se asume que 
el sistema de empaquetamiento es pac.  
III.2.9.- Técnicas de hibridación de DNA. 
? Transferencia y fijación del DNA. Tanto el DNA fágico como el DNA plasmídico de 
los fagos se transfirió desde los geles de agarosa TAE a membranas de nylon    
(Hybond−N, G.E.), según el procedimiento descrito por Southern (1975) o utilizando el 
equipo de transferencia “Trans−Blot SD Semi−Dry Transfer Cell” (Bio−Rad).  
? Marcaje de fragmentos de DNA. El marcaje no radiactivo de los fragmentos de DNA 
utilizados como sondas se realizó con el kit “DNA Labelling and Detection Kit”      
(Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
? Hibridación. Tanto la prehibridación como la hibridación de los DNAs fijados en 
membranas de nylon con el DNA sonda se realizó a 60º C. Las prehibridaciónes se 
realizaron con el tampón y el agente bloqueante incluidos en el kit anteriormente 
mencionado durante 1 hora. Las hibridaciones se dejaron durante 1 noche. Después de la 
hibridación se realizaron dos lavados con tampón (SDS 0’1% y 1xSSC (NaCl 150 mM, 
citrato de sodio 15 mM pH 7)) durante 5 minutos a temperatura ambiente y otro con    
SDS 0’1%, 0’1xSSC durante 15 minutos a 60º C. El revelado se realizó por 
quimioluminiscencia utilizando los agentes de detección del kit “DNA Labelling and 
Detection Kit” (Roche), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, y utilizando 
películas de autorradiografía sensibles a luz azul (Hyperfilm−ECL, G.E.). 
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III.2.10.- Amplificación de DNA por PCR.  
III.2.10.1.- PCR convencional. 
 Las PCRs se llevaron a cabo con el kit “Pure Taq Ready−To−Go PCR Beads” 
(G.E.) o con el enzima “Taq DNA polimerase” (Eppendorf. Hamburgo, Alemania) en   
25 µl de solución con los cebadores correspondientes y el DNA molde, según las 
especificaciones del suministrador. El DNA molde utilizado 
fue, dependiendo de los casos, 2 µl de las diluciones 10-2 de 
los DNA fágicos (≈100 ng), 1 µl de sobrenadante de un 
cultivo lisado o 1–2 µl de leche o yogur. En todas las 
reacciones en las que fue posible se incluyó un control 
positivo (1 µl de la dilución 10-2 de los fagos Sfi11 o Sfi21, 
Tabla III.3) y siempre un control negativo (sin DNA molde). Las reacciones de PCR se 
llevaron a cabo en los termocicladores iCycler y myCycler de la casa comercial Bio−Rad.  
Las secuencias de los oligonucleótidos empleados como cebadores se resumen en 
la Tabla III.9. Para la detección de bacteriófagos se diseñaron 5 parejas de 
oligonucleótidos específicas para las 3 especies de fagos de Lc. lactis y para los fagos de 
S. thermophilus y Lb. delbrueckii. Estos se diseñaron a partir de las secuencias 
nucleotídicas de genes específicos de los lactofagos más representativos, orf18 del fago 
DT1, mur del fago LL−H, orf21 del fago Tuc2009, msp del fago bIL170 y mcp del fago 
C2, con números de acceso GenBank, NC002070, M60167, AF109874, AF152409 y 
L48605, respectivamente.  
 
Oligo Secuencia (5’−3´) Nt Tm      (º C) Gen/Fago 
Familia 
fágica/Hospedador 
Host1 gaatgatactgctggcagtatttcggttgg 30 65 
Host5 cagtcatgtagctatcgatgaaattccaacg 31 63’5 
orf18/DT1 S. thermophilus 
Lb1 tcccgggctaaccacctctacactc 25 62’3 
Lb2 ggtgtagtgaccatcctttgagagc 25 57’1 mur/LL-H Lb. delbrueckii 
335A gaagctaggcgaatcagtaaacttgctag 29 59’5 
335B cggctatctcgtcaattgttccggttgc 28 68’2 orf21/Tuc2009 P335 
936A atcagttggctcaatggaagaccaagcgg 29 68’8 
936B gttgcttctgctgttggtgtcaaatgagga 30 66’6 msp/bIL170 936 
C2A caatcgaagcaggtgtaaaagttcgagaac 30 63’1 
C2B gctttatccatttgtaggtatgcttctgcc 30 62’2 mcp/C2 C2 
Lc. lactis 
Tabla III.9.- Oligonucleótidos utilizados en las PCRs convencionales. 
3’ a 94º C 1 ciclo 
45” a 94º C 
1’ a 40–60º C 
1’ a 72º C 
35 ciclos 
7’ a 72º C 1 ciclo 
Tabla III.8.- Condiciones de PCR. 
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III.2.10.2.- PCR cuantitativa en tiempo real. 
Las PCR cuantitativas en tiempo real o qPCR, se llevaron a cabo en un 
termociclador “7500 Fast Real−Time PCR System” de la casa comercial Applied 
Biosystems (California, USA), con el kit “Taqman Fast Universal PCR Master Mix” en 
20 µl de solución con los oligonucleótidos y sondas correspondientes, según las 
especificaciones del suministrador. La muestra utilizada fue, dependiendo de los casos:   
2 µl de DNA fágico, 1 µl de una suspensión fágica o      
1–2 µl de leche o yogur. En todas las reacciones se 
incluyó un control negativo (sin DNA molde) y uno 
interno (apartado III.2.4), en algunos casos también se 
pudo incorporar un control positivo de amplificación. Para 
la posterior cuantificación de las muestras se elaboraron 
las rectas estándar correspondientes utilizando diluciones seriadas en leche de soluciones 
fágicas o plasmídicas de concentración conocida. Las condiciones utilizadas fueron las 
correspondientes al protocolo de Fast−PCR: 1 ciclo de desnaturalización de 20 segundos 
a 95º C, seguidos por 40 ciclos, con 2 pasos por ciclo, desnaturalización, 5 segundos a  
94º C, hibridación de los cebadores y extensión, 30 segundos a 60º C, (condiciones 
estándar del aparato). Este protocolo tiene una duración aproximada de 30 minutos, tras 
los cuales los datos eran analizados con el programa informático “Applied Biosystems 
SDS Software v1.3” suministrado por la casa comercial. 
Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas Taqman−MGB (Applied 
Biosystems) empleadas en las reacciones de qPCR se resumen en la Tabla III.11.  
 
Tabla III.11.- Oligonucleótidos y sondas Taqman-MGB utilizados en las qPCR. (S = Sonda; F = Forward; R = Reverse). 
20” a 95º C 1 ciclo 
5” a 94º C 
30” a 60º C 
40 ciclos 
Tabla III.10.- Condiciones de qPCR. 
Oligo/Sonda Secuencia (5’–3’) Posición/Tamaño Gen/Fago Hospedador 
MGBcos FAM-ttggtcgttctactgttaa-MGB (S) 15874–92 (18) 
qCos1 tgccatatcatgttgagataaggac (F) 15820–44 (24) 
qCos2 tgcatcaacaattttatcgccttg (R) 15906–29 (23) 
102 ttacaacaacgtatcga (F) 15783–99 (16) 
orf18/DT1 
MGBpac VIC-cctctacactcacgccta-MGB (S) 13093–112 (19) 
qPac1 cgggtgctggtttcaatca (F) 13041–60 (19) 
qPac2 ctgctgagttatcactaatcgaacc (R) 13143–67 (24) 
128 gctttgggtacagcatttagcacagtcgtcc (F) 12015–45 (30) 
129 ccatttccaagttgagccataccagcacc (R) 13182–210 (28) 
orf1510/Sfi11 
S. 
thermophilus 
MGB−IC NED-caagctcgaaattaaccctcactaa-MGB (S) (25) 
IC−FW gagtaggtcatttaagttgagcataatagg (F) (30) 
IC−R caagctcgaaattaaccctcactaa (R) (25) 
six/pEM125 E. coli 
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III.2.11.- Análisis de secuencias nucleotídicas. 
Las secuenciaciones de DNA fueron realizadas por el Servicio de Secuenciación 
de DNA (CIB, CSIC) en un equipo ABI Prism 373A (Applied Biosystems). Las 
secuencias fueron ensambladas y analizadas utilizando los programas Clone Manager v5, 
Chromas v1.45 y DNAman v4. Los alineamientos de secuencias se realizaron por medio 
del programa Vector NTI Suite v9.1 (InforMax, Inc). El programa BLAST fue utilizado 
para determinar la similitud de las secuencias obtenidas con las depositadas en las bases 
de datos (Altschul et al., 1997). La representación gráfica de la similitud de las 
secuencias para el diseño de los oligonucleótidos se realizó con la aplicación informática 
weblogo v2.8.2 de la página web, http://weblogo.berkeley.edu/ (Crooks et al., 2004). 
III.3.- Microscopía electrónica. 
 Una solución altamente purificada de las partículas fágicas obtenidas como se 
describe en el apartado III.1.3, se depositan sobre rejillas de cobre recubiertas de una 
película de formvar® (SPI supplies. Pennsylvania, USA). Las películas de formvar® se 
prepararon a partir de una solución de este compuesto al 0’25% en cloroformo, mediante 
la técnica del portaobjetos (Sambrook et al., 2001). Después de aplicar la solución fágica 
concentrada sobre las rejillas recubiertas y una vez secas, se tiñeron negativamente con 
una solución al 2% de acetato de uranilo y se observaron en un microscopio electrónico 
Zeiss EM−109 del Servicio de Microscopía Electrónica y Microanálisis de la Universidad 
de Oviedo. 
III.4.- Electroforesis de proteínas. 
 Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron mediante la técnica 
SDS−PAGE (Laemmli, 1970) en un equipo “Miniprotean III” (Bio−Rad). Como 
marcadores de peso molecular se emplearon los incluidos en “Broad Range prestained 
standards” (Bio−Rad). La preparación de las muestras se llevo a cabo por calentamiento 
de las suspensiones concentradas de fagos (apartado III.1.3) y posterior eliminación del 
DNA, mediante la adición de DNAsaI (1 μg ml-1, 1 hora a 37º C). Las electroforesis se 
llevaron a cabo en geles de poliacrilamida al 12’5%, con un gel de empaquetamiento al 
5% y en condiciones desnaturalizantes según se indica en Sambrook et al., 2001. Las 
proteínas se visualizaron por tinción con azul brillante de Coomassie R−250     
(Sambrook et al., 2001).  
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IV.- RESULTADOS.  
IV.1.- Aislamiento de cepas industriales de S. thermophilus. 
A partir de 10 cultivos iniciadores de los fermentos liofilizados utilizados por la 
empresa CAPSA en sus elaboraciones industriales de yogur, se aislaron por estría      
(Fig. IV.1) un total de 20 cepas de S. thermophilus (Material y Métodos (MyM), III.1.2). 
Con el fin de seleccionar las cepas más convenientes para el aislamiento de bacteriófagos, 
se realizaron cultivos de enriquecimiento (MyM, III.1.3) de 10 yogures industriales. De 
todas las cepas analizadas se eligieron aquellas con las que se consiguieron aislar 
bacteriófagos a partir de dichos yogures. Fueron 3 cepas: IPLA10074, IPLA10094 y 
IPLA10095 (Tabla IV.1). 
Cepa 
S. thermophilus Origen/Fermento Tipos de yogures 
IPLA10074 JO-MIX NM 2-20 PELLET DIP Yogur líquido 
IPLA10094 MSK B2 VISBYVAC SERIE 500 Yogur Bio-firme 
IPLA10095 JOGHURT V-16 FERMOVAC 1000 Yogur natural firme 
CNRZ1066 Colección INRA (Jouy-en-Josas, Francia).  
LMD9 Colección NCCB (Utrecht, Holanda).  
4-C  
5-C 
PROLAIN (Argentina) 
 
Tabla IV.1.- Cepas de S. thermophilus utilizadas para el aislamiento de bacteriófagos en este trabajo.  
 Junto con las cepas de S. thermophilus aisladas a partir de los fermentos 
industriales, para el aislamiento de fagos, se utilizaron dos cepas provenientes de 
colecciones internacionales, CNRZ1066 y LMD9, cuyos genomas se encuentran 
totalmente secuenciados (nº acceso Genbank CP000024, NC008532, respectivamente) y 
otras dos cepas, 4−C y 5−C, procedentes de muestras de la industria láctea argentina, 
cedidas por la Dra. Ana G. Binetti (PROLAIN. Santa Fe, Argentina) (Tabla IV.1). 
 
Fig. IV.1.- Siembra en estría de la cepa S. thermophilus CNRZ1066. 
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IV.2.- Aislamiento de fagos de S. thermophilus a partir de 
muestras industriales. 
Se analizaron 238 yogures y 90 muestras de leche cedidas por la empresa CAPSA 
y relacionadas con retrasos en la acidificación durante la fabricación de distintos tipos de 
yogures. Además, en algunos casos se pudieron tomar muestras en puntos críticos de 
control a lo largo de todo el proceso de fermentación: 20 muestras de las mezclas lácteas 
(ML), que posteriormente se añaden a los tanques o a los envases para su fermentación y 
que llevan los fermentos y suplementos proteicos necesarios para la elaboración de los 
yogures; 15 muestras de los suplementos proteicos utilizados (Leche en polvo, Multilac, 
Nutrilac y Alprona); 15 muestras del agua utilizada para la limpieza de los tanques tras la 
fermentación (ej: agua de red, agua recuperada, etc.). También se analizaron 6 muestras 
de quesos italianos y suizos, en cuya fabricación se utiliza S. thermophilus (gruyere y 
emmental (suizos), mozzarella, provolone, cacciota y crescenza (italianos)) y los             
10 fermentos liofilizados utilizados por CAPSA en sus elaboraciones de yogur. De todas 
estas muestras se aislaron un total de 43 bacteriófagos, que fueron reducidos a 28 virus 
distintos, tras el análisis de sus perfiles de restricción (apartado IV.3.3). Comprobamos 
que 20 de estos fagos, el 71’43%, sólo se aislaron una vez. En algunos casos se detectó el 
mismo virus en varias muestras fabricadas el mismo día, como el fago φipla04, que se 
aisló en 6 muestras de distintos tipos de yogur, o el fago φipla127, que el mismo día se 
aisló de un yogur líquido y del suplemento proteico, Multilac Q070942, utilizado en la 
fabricación de este tipo de yogur y que podría ser el origen de la infección. El fago 
φipla13 se aisló en tres muestras tomadas en puntos críticos a lo largo de un proceso de 
elaboración de yogur líquido (ML-PRE-Tanque5, ML-PRE-Tanque6 y Yogur líquido 
limón), pero no se aisló en la leche de partida. Sólo los bacteriófagos φipla01, φipla02 
y φipla11, se aislaron 2 veces a partir de muestras procedentes de distintos días. La 
relación de los fagos aislados, así como las cepas empleadas y las muestras de las que 
provienen se resumen en la Tabla IV.2. 
Al mismo tiempo que se realizaban los cultivos de enriquecimiento y se obtenían 
placas de lisis aisladas, se estudió la turbidez de éstas para determinar si los fagos podían 
seguir un ciclo lisogénico (placa turbia) o seguían un ciclo lítico (placa transparente). 
Ninguno de los virus aislados mostró placas de lisis turbias, asumiéndose que todos ellos 
eran virulentos.  
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Bacteriófagos     
S. thermophilus 
CEPA 
HOSPEDADORA 
nº veces 
aislado ORIGEN 
φipla01 5-C 2 y. natural (27/11/02) y. natural (26/01/03) 
φipla02 IPLA10095 2 Leche (Muestra 55) (7/11/03) y. líquido fresa (18/01/05) 
φipla03 IPLA10094 1 Leche (Muestra 70) (5/11/03) 
φipla04 IPLA10074 6 y. líquido fresa, y. natural, y. vaqueiro, y. frutas, y. bionatural, y. biofrutas (27/11/03) 
φipla10 IPLA10074 1 y. líquido fresa (22/08/03) 
φipla11 5-C 2 y. sabor limón (26/02/03) y. sabor limón (28/02/03) 
φipla12 IPLA10074 1 ML-Tanque1-aromas (13/05/04) 
φipla13 IPLA10094 4 ML-PRE-Tanque5, ML-PRE-Tanque6, y. líquido limón, y. bionatural (18/01/05) 
φipla14 IPLA10074 1 ML-PRE-Tanque6 (18/01/05) 
φipla15 IPLA10074 1 y. líquido limón (18/01/05) 
φipla16 IPLA10074 1 Multilac Q070942 (17/02/05) 
φipla17 IPLA10074 1 Nutrilac P500941 (17/02/05) 
φipla18 IPLA10074 1 Nutrilac P500941 (17/02/05) 
φipla19 IPLA10074 1 Multilac Q070942 (17/02/05) 
φipla21 IPLA10094 2 Agua recuperada (17/02/05) 
φipla106 4-C 1 y. natural rico Ca2+ (01/03/03) 
φipla107 4-C 1 y. líquido fresa (19/04/04) 
φipla108 4-C 1 y. líquido desnatado fresa (19/04/04) 
φipla109 4-C 1 ML-Tanque1-aromas (13/05/04) 
φipla110 CNRZ 1066 1 y. sabor fresa (12/08/04) 
φipla120 IPLA10094 2 y. desnatado con fresa,  y. desnatado con manzana (05/05/05) 
φipla121 IPLA10094 1 Bioactivo ciruelas (01/06/05) 
φipla122 IPLA10074 2 Bioactivo ciruelas,  y. desnatado con manzana (01/06/05) 
φipla123 IPLA10074 1 Mozzarela (01/06/05) 
φipla124 LMD9 1 Mozzarela (01/06/05) 
φipla126 LMD9 1 Multilac Q070942 (18/07/05) 
φipla127 IPLA10074 2 Multilac Q070942, y. líquido fresa (18/07/05) 
φipla129 IPLA10074 1 y. sabor fresa (18/07/05) 
Tabla IV.2.- Bacteriófagos de S. thermophilus aislados en este trabajo. Se indica la cepa, el número de veces aislado y 
las muestras de procedencia. 
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IV.3.- Caracterización de los bacteriófagos aislados. 
 Los fagos fueron posteriormente caracterizados y clasificados. Para ello nos 
basamos en el rango de hospedador, la morfología, en el perfil de restricción de sus 
genomas, el mecanismo de empaquetamiento genómico (cos o pac), el perfil de proteínas 
estructurales mayoritarias, el tamaño genómico, los orígenes de replicación y la 
caracterización de la región variable del antirreceptor (VR2). Contrastando los datos 
obtenidos entre sí y evaluando la capacidad de discriminación de los distintos métodos, se 
pueden establecer los distintos grupos en los que clasificar los fagos de esta colección. 
IV.3.1.- Rango de hospedador. 
 Los bacteriófagos que infectan S. thermophilus presentan un estrecho rango de 
hospedador, de forma que sólo suelen infectar una o unas pocas cepas (Binetti et al., 
2005). Los 28 fagos diferentes aislados a partir de muestras industriales se confrontaron 
con las cepas de S. thermophilus IPLA10074, IPLA10094 e IPLA10095 aisladas de 
fermentos industriales, con 7 cepas industriales argentinas (4-C, 5-C, 10.3, 15, M1 y 799) 
y con 4 cepas de colecciones internacionales (Tabla IV.3).  
 
 Los fagos que presentaban un rango de hospedador más amplio fueron los 
aislados con la cepa IPLA10074 (Fig. IV.2), (φipla04, φipla10, φipla12, φipla14, φipla15, 
φipla16, φipla17, φipla18, φipla19, φipla122, φipla123, φipla127 y φipla129) y los 
aislados con la cepa argentina 4−C (φipla106, φipla107, φipla108 y φipla109). Todos 
ellos presentaban el mismo rango de hospedador pudiendo infectar las cepas IPLA10074, 
 
Fig. IV.2.- Determinación del rango de hospedador sobre la cepa S. thermophilus IPLA10074. Una gota (5 μl 
aprox.) de una solución concentrada de cada fago (1011−108 PFU ml-1) se deposita sobre una doble capa de medio 
semisólido inoculado con la cepa indicadora al 1%, tras la incubación a 42º C durante una noche se observa la 
presencia/ausencia de áreas de lisis alrededor del punto donde se depositó el fago. 
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4−C y M1. Los fagos aislados con la cepa de colección LMD9 (φipla124 y φipla126) 
también podían infectar la cepa argentina 10.3, además el fago φipla124 también podía 
infectar la cepa 15 de S. thermophilus. El resto de los fagos, únicamente infectaban la 
cepa que se usó en su aislamiento. En la Tabla IV.3, se muestra el rango de hospedador 
los fagos aislados en este trabajo.  
 LMG 18311 
DSMZ 
20479 
CNRZ 
1066 LMD9 
IPLA 
10074 
IPLA 
10094 
IPLA 
10095 5−C 10.3 4−C 15 Fc10 M1 799 
φipla01 − − − − − − − + − − − − − − 
φipla02 − − − − − − + − − − − − − − 
φipla03 − − − − − + − − − − − − − − 
φipla04 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla10 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla11 − − − − − − − + − − − − − − 
φipla12 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla13 − − − − − + − − − − − − − − 
φipla14 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla15 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla16 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla17 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla18 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla19 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla21 − − − − − + − − − − − − − − 
φipla106 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla107 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla108 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla109 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla110 − − + − − − − − − − − − − − 
φipla120 − − − − − + − − − − − − − − 
φipla121 − − − − − + − − − − − − − − 
φipla122 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla123 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla124 − − − + − − − − + − + − − − 
φipla126 − − − + − − − − + − − − − − 
φipla127 − − − − + − − − − + − − + − 
φipla129 − − − − + − − − − + − − + − 
Tabla IV.3.- Rango de hospedador de los fagos aislados en este trabajo. Los 28 bacteriófagos se compararon frente a 14 cepas de                
S. thermophilus: 4 cepas de colecciones internacionales, 3 cepas aisladas de fermentos industriales cedidos por CAPSA y 7 cepas 
aisladas de fermentos de la industria Argentina (cedidos por Dra. Ana Binetti, PROLAIN. Santa Fe, Argentina). 
IV.3.2.- Morfología. 
 Se seleccionaron 14 suspensiones concentradas de fagos aislados (φipla01, 
φipla02, φipla03, φipla04, φipla10, φipla11, φipla13, φipla21, φipla106, φipla110, 
φipla120, φipla121, φipla124 y φipla126) para ser visualizadas mediante microscopía 
(Fig. IV.3) electrónica utilizando tinción negativa con una solución de acetato de uranilo 
al 2% (MyM, II.3.3). Se observó que como la mayoría de los bacteriófagos del género 
Streptococcus ya descritos (Ackermann, 2006), los fagos aislados poseían cápsidas 
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pequeñas e isométricas y una cola no contráctil más o menos larga y flexible (Fig. IV.3), 
características propias de la familia Siphoviridae (Introducción, I.3.1).  
 
 
 
 También se observó una característica peculiar ya descrita por otros autores 
(Brüssow et al., 1998), que es la tendencia que tienen a agruparse por la placa basal 
formando estructuras más o menos esféricas cuando se encuentran en suspensión           
(Fig. IV.4). 
 
     
          φipla01           φipla02            φipla03        φipla04            φipla10  
     
  φipla11  φipla13     φipla21   φipla106          φipla110 
    
      φipla120            φipla121          φipla124          φipla126 
 Fig. IV.3.- Micrografía electrónica de los fagos φipla01, φipla02, φipla03, φipla04, φipla10, φipla11, 
φipla13, φipla21, φipla106, φipla110, φipla120, φipla121, φipla124 y φipla126.  
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IV.3.3.- Perfiles de restricción. 
 La comparación de los patrones de bandas, obtenidas por digestión con enzimas 
de restricción de los DNA fágicos y visualizados en geles de agarosa, nos permitió la 
diferenciación de unos fagos de otros. Tras la obtención de su DNA genómico, éste fue 
digerido con los enzimas de restricción: BglII, ClaI, EcoRI, EcoRV, HindIII, PstI y SpeI 
(Fig. IV.5). 
 
 
 La comparación de los perfiles de bandas generados (Fig. IV.5), permitió 
comprobar que de los 43 aislamientos realizados algunos eran iguales y de esta forma ir 
reduciendo paulatinamente el número a 28 fagos distintos (Fig. IV.6). De todos los 
 
  
Fig. IV.4.- A) Micrografía electrónica fago φS3 (Brüssow et al., 1998). B) Micrografía electrónica de viriones φipla01 
agrupándose por la placa basal. 
               1     2     3     4     5      6     7     8     9  
 
Fig. IV.5.- Perfil de restricción del fago φipla124; Calle 2: BglII; Calle 3: ClaI; 
Calle 4: EcoRI;  Calle 5: EcoRV; Calle 6: HindIII; Calle 7: PstI; Calle 9: SpeI; 
Calles 1 y 9: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix. (Fermentas). De 
arriba a abajo: 10, 8, 6, 5, 4, 3’5, 3, 2’5, 2, 1’5, 1’2, 1, 0’9, 0’8, 0’7, 0’6, 0’5, 
0’4, 0’3, 0’2, 0’1 Kb). 
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aislamientos realizados vimos que el perfil de bandas observadas en los fagos φipla04 y 
φipla13, fueron los que se encontraron un mayor número de veces, 6 y 4 aislamientos, 
respectivamente. También se pudo observar que a partir de una misma muestra se 
aislaron fagos con distintos perfiles de restricción, siendo el ejemplo más representativo 
el suplemento proteico Multilac Q07942, del que en 2 muestras (17/02/05 y 18/07/05) se 
aislaron 2 virus distintos cada vez (φipla16/φipla19 y φipla126/φipla127), con cultivos de 
enriquecimiento realizados con dos cepas de S. thermophilus distintas (φipla126 con 
LMD9; φipla16, φipla19 y φipla127 con IPLA10074). También se aislaron dos          
fagos con distinto perfil de restricción a partir de las muestras: ML-PRE-Tanque 6 
(φipla13 y φipla14; 18/01/05), Nutrilac P500941 (φipla17 y φipla18; 17/02/05),           
ML-Tanque 1-aromas (φipla12 y φipla109; 13/05/04), yogur bioactivo ciruelas    
(φipla121 y φipla122; 01/06/05) y Mozzarela (φipla123 y φipla124; 01/06/05). En todos 
estos casos los bacteriófagos fueron aislados con 2 cepas distintas, aunque en el caso de 
los fagos φipla12 y φipla109, aislados con las cepas IPLA10074 y 4−C respectivamente, 
ambos pueden infectar las dos cepas (Tabla IV.3). También se aislaron dos fagos 
distintos de la muestra Nutrilac P500941 (φipla17 y φipla18) pero en este caso con la 
misma cepa hospedadora, IPLA10074.  
 
 
 
     1    2     3    4    5    6    7    8     9  10  11  12  13  14   15  16  17  18  19  20  21  22   23  24  25  26   27  28  29  30   31  32  33  34  35  36 
 
Fig. IV.6.- Perfil de restricción EcoRV de los fagos aislados en este trabajo; Calle 2: φipla01; Calle 3: φipla02; Calle 4: φipla03;       
Calle 5: φipla04; Calle 6: φipla10; Calle 7: φipla11; Calle 9: φipla12; Calle 10: φipla13; Calle 11: φipla14; Calle 12: φipla15;       
Calle 13: φipla16; Calle 14: φipla17; Calle 15: φipla18; Calle 16: φipla19; Calle 17: φipla21; Calle 20: φipla106; Calle 21: φipla107;   
Calle 22: φipla108; Calle 23: φipla109; Calle 24: φipla110; Calle 25: φipla120; Calle 26: φipla121; Calle 27: φipla122; Calle 29: φipla123; 
Calle 30: φipla124;Calle 31: φipla126; Calle 32: φipla127; Calle 33: φipla129; Calle 34: φSfi11; Calle 35: φSfi21; Calles 1, 8, 18, 19, 28 y 
36: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix. (Fermentas). De arriba abajo: 10, 8, 6, 5, 4, 3’5, 3, 2’5, 2, 1’5, 1’2, 1, 0’9, 0’8, 0’7, 0’6, 
0’5, 0’4, 0’3, 0’2, 0’1 Kb). 
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 A partir del perfil de restricción de los fagos aislados en este trabajo (Fig. IV.6) se 
realizó un dendrograma (Fig. IV.7) con el programa estadístico MVSP (Kovach 
Computing Services. Anglesey, UK) según el algoritmo Nearest Neighbour, con el 
coeficiente de Sorensen para ver el porcentaje de similitud que presentan los distintos 
perfiles de restricción. Comparando estos resultados con el rango de hospedador, la mejor 
agrupación correspondió a los fagos φipla124 y φipla126 ya que ambos infectan la cepa 
de S. thermophilus LMD9 y presentan un porcentaje de similitud del 90%. También se 
podría establecer otro grupo con los fagos que infectan las cepas IPLA10074 y 4-C con 
un porcentaje de similitud del 60% (grupo verde, Fig. IV.7), pero en general existe una 
escasa relación entre ambos criterios de clasificación, ya que existen otros grupos como 
el formado por los fagos φipla03, φipla13, φipla21, φipla120, φipla121 y φipla01 (grupo 
amarillo, Fig. IV.7), que no comparten rango de hospedador pero sin embargo 
aparecieron agrupados en el dendrograma (55%). 
 
 
Fig. IV.7.- Dendrograma realizado a partir de los perfiles de restricción de los fagos aislados en este trabajo.  
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IV.3.4.- Extremos cohesivos. 
 Para determinar si el fago presenta extremos cohesivos (cos), los genomas virales 
se trataron con el enzima T4 DNA ligasa previamente al análisis de restricción, tal y como 
se describe en MyM (apartado III.3.2). Como se puede observar en la Fig. IV.8, 23 de 
los bacteriófagos aislados en este trabajo presentaban cambios en sus perfiles de 
restricción debido a la ligación covalente de sus extremos cohesivos (82’14% del total de 
28 virus distintos). En los 5 fagos (17’24%) restantes no se observó la presencia de 
extremos cos y por lo tanto utilizarían sitios pac en su empaquetamiento. Curiosamente, 
estos cinco virus sólo infectan la cepa IPLA10094.  
 
 
              A)  1    2    3      4    5    6    7   8    9   10  11 12  13 14  15  16  17 18  19  20  21 22  23  
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Fig. IV.8.- Determinación de la presencia de extremos cos en los genomas de los fagos de este trabajo. A) Calles impares     
DNAs genómicos tratados con T4 DNA ligasa, antes de realizar el perfil de restricción con el enzima EcoRV. Calles pares    
perfil de restricción normal con el enzima EcoRV. Calles 1 y 2: φipla01; Calles 5 y 6: φipla02; Calles 7 y 8: φipla03;     
Calles 9 y 10: φipla04; Calles 11 y 12: φipla10; Calles 13 y 14: φipla11; Calles 15 y 16: φipla12; Calles 17 y 18: φipla13;     
Calles 19 y 20: φipla14; Calles 21 y 22: φipla15; Calles 3, 4 y 23: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix. Ready-to-use.     
B) Calles pares DNAs genómicos tratados con T4 DNA ligasa, antes de realizar el perfil de restricción con el     
enzima EcoRV. Calles impares perfil de restricción normal con el enzima EcoRV. Calles 2 y 3: φipla16; Calles 4 y 5: φipla17; 
Calles 6 y 7: φipla18; Calles 8 y 9: φipla19; Calles 10 y 11: φipla21; Calles 12 y 13: φipla106; Calles 14 y 15: φipla107;     
Calles 16 y 17: φipla108; Calles 18 y 19: φipla109; Calles 22 y 23: φipla110; Calles 24 y 25: φipla120; Calles 26 y 27: φipla121; 
Calles 28 y 29: φipla122; Calles 30 y 31: φipla123; Calles 32 y 33: φipla124; Calles 34 y 35: φipla126; Calles 36 y 37: φipla127; 
Calles 38 y 39: φipla129; Calles 1, 20, 21 y 40: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix. 
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IV.3.5.- Composición proteica. 
  El análisis SDS−PAGE (Fig. IV.9) de las proteínas estructurales que componen 
los viriones, mostró dos posibles patrones proteícos; uno compuesto por 2 proteínas 
mayoritarias (33’5 y 25’3 kDa, aprox.) y otro formado por 3 proteínas mayoritarias     
(41, 25 y 13 kDa, aprox.).  
 Los fagos que presentaban 3 proteínas estructurales mayoritarias (φipla03, 
φipla13, φipla21, φipla120 y φipla121) coincidieron con aquellos que presentaban un 
empaquetamiento con sitios pac, mientras que todos los fagos restantes, los cuales 
poseían extremos cohesivos, sólo mostraban 2 proteínas estructurales mayoritarias en su 
perfil proteico. Este resultado es coherente con lo descrito con anterioridad por Le Marrec 
et al. (1997), que clasificaba los fagos que infectan S. thermophilus en dos grupos, según 
tengan 2 o 3 proteínas estructurales mayoritarias, estableciendo además, una relación 
directa con el tipo de sistema utilizado por el virus para el empaquetamiento del genoma 
en el interior de las partículas fágicas, mediante extremos cos o sitios pac, 
respectivamente (Introducción I.3.3.1).  
 
        A)  1    2     3     4     5      6    7     8      9   10  11  12   13  14   B)  1       2        3        4         5        6   
   
        C)   1     2      3      4     5      6      7     8     9      10     11   12    13           
 
Fig IV.9.- SDS-PAGE de las proteínas estructurales mayoritarias de los bacteriófagos de S. thermophilus aislados 
en este trabajo. A) Calle 2: φipla01; Calle 3: φipla02; Calle 4: φipla03; Calle 5: φipla04; Calle 6: φipla10;    
Calle 7: φipla11; Calle 8: φipla12; Calle 9: φipla13; Calle 10: φipla14; Calle 11: φipla15; Calle 12: φipla16;    
Calle 13: φipla17; Calles 1 y 14: Marcadores “LMW Marker Kit” (GE). B) Calle 1: φipla106; Calle 2: φipla107;    
Calle 3: φipla108; Calle 4: φipla109; Calle 5: φipla110; Calle 6: Marcadores “LMW Marker Kit” (GE).    
C) Calle 2: φipla18; Calle 3: φipla19; Calle 4: φipla21; Calle 5: φipla120; Calle 6: φipla121; Calle 7: φipla122; 
Calle 8: φipla123; Calle 9: φipla124; Calle 10: φipla126; Calle 11: φipla127; Calle 12: φipla129;    
Calles 1 y 13: Marcadores “LMW Marker Kit” (GE) (de arriba a abajo, 97, 66, 45, 30, 20’1 y 14’4 kDa). 
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IV.3.6.- Tamaño de los genomas. 
 Dada la dificultad que suele entrañar la determinación del tamaño de los genomas 
mediante el análisis del perfil de restricción, debido a la presencia de fragmentos muy 
grandes o muy pequeños, a la presencia de digestiones parciales, de dobletes, etc. se 
decidió establecer el tamaño de los DNAs virales mediante PFGE (Fig. IV.10). 1 μg de 
DNA de cada fago aislado en este trabajo se sometió a electroforesis en campo pulsante 
durante 12 horas (MyM, III.2.6). Los tamaños de los genomas oscilaron entre las       
33’46 Kb de φipla124 y las 45’52 Kb de φipla120 (Tabla IV.4), rango acorde a lo 
observado por otros autores (Binetti et al., 2005). 
 Así mismo, también se observó que existía una correlación entre el tamaño del 
DNA genómico y el tipo de empaquetamiento (Tabla IV.4). Los fagos con sitios pac 
(φipla03, φipla13, φipla21, φipla120, φipla121 y Sfi11) poseían genomas mayores que los 
portadores de sitios cos.  
 
 
 
 
 
 
 
      1    2     3      4      5     6      7     8     9    10    11   12   13    14   15   16   17    18   19   20   21  22   23  24  25  26   27  28  29   30   31  32 33  34 
 
Fig. IV.10.- PFGE de los DNA genómicos de los fagos aislados en este trabajo; Calle 2: φipla01; Calle 3: φipla02; Calle 4: φipla03; 
Calle 5: φipla04; Calle 6: φipla13; Calle 7: φipla11; Calle 8: φipla12;  Calle 9: φipla10; Calle 10: φipla14; Calle 11: φipla15;    
Calle 12: φipla16; Calle 13: φipla17; Calle 14: φipla18; Calle 15: φipla19; Calle 16: φipla21; Calle 19: φipla106; Calle 20: φipla107; 
Calle 21: φipla108; Calle 22: φipla109; Calle 23: φipla110; Calle 24: φipla120; Calle 25: φipla121; Calle 26: φipla122;    
Calle 27: φipla123; Calle 28: φipla124; Calle 29: φipla126; Calle 30: φipla127; Calle 31: φipla129;  Calle 32: φSfi11 (fago control 
pac); Calles 1, 17, 18 y 34: Marcadores MIDI Range I PFG marker (New England Biolabs). De abajo a arriba: 15, 33’5, 48’5, 63’5, 
82, 97, 112, 130’5, 145’5, 160’5 Kb. 
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Bacteriófagos     
S. thermophilus 
Tamaño 
(Kb) 
Sistema de 
empaquetamiento 
Hibridación 
φSfi21 (A-B) 
PCR    
(A-B) 
Hibridación 
φ7201 (Α1−Α2) 
PCR 
φ7201 (Α1−Α2) 
φipla01 35’19 COS +  + − − 
φipla02 35’86 COS − + − − 
φipla03 44’41 PAC + + − − 
φipla04 35’24 COS − − + + 
φipla10 36’7 COS − − + + 
φipla11 34’89 COS − + − − 
φipla12 37’39 COS − − + + 
φipla13 43’96 PAC + + − − 
φipla14 35’53 COS − − + + 
φipla15 35’54 COS − − + + 
φipla16 38 COS − − + + 
φipla17 35 COS − − + + 
φipla18 35’41 COS − − + + 
φipla19 36’5 COS − − + + 
φipla21 44’61 PAC + + − − 
φipla106 36’5 COS − − + + 
φipla107 35’75 COS − − + + 
φipla108 35’81 COS − − + + 
φipla109 36’44 COS − − + + 
φipla110 39’19 COS + + − − 
φipla120 45’52 PAC + + − − 
φipla121 44’32 PAC + + − − 
φipla122 34’2 COS − − + + 
φipla123 39'33 COS − − + + 
φipla124 33’46 COS + + − − 
φipla126 35’18 COS + + − − 
φipla127 34'67 COS − − + + 
φipla129 37'06 COS − − + + 
Tabla IV.4.- Tamaños de los genomas de los fagos aislados en este trabajo. También se muestra un resumen del 
sistema de empaquetamiento que utiliza el fago y los resultados de las amplificaciones por PCR e hibridaciones del 
origen de replicación de los fagos.  
 
IV.3.7.- Orígenes de replicación.  
 Estudios realizados con anterioridad a este trabajo (Brüssow et al., 1994), 
demostraron que los orígenes de replicación de los fagos de S. thermophilus tienen 
secuencias de nucleótidos muy bien conservadas describiendo un fragmento de DNA, que 
pertenece al módulo de replicación del fago φSfi18, que estaba presente en todos los 
fagos de S. thermophilus conocidos hasta entonces. Basándose en la secuencia 
nucleotídica de este módulo, diseñaron una serie de oligonucleótidos cebadores            
(A, B, C y D. Brüssow et al., 1994) con los que desarrollaron el primer sistema para la 
detección de fagos de S. thermophilus por PCR. Posteriormente, Stanley et al. (2000) 
aislaron el fago φ7201 y comprobaron que presentaba una duplicación en su origen de 
replicación, y por lo tanto, no se ajusta a los orígenes descritos previamente. Se estableció 
un nuevo sistema de clasificación de fagos de S. thermophilus en base al origen de 
replicación que presentaban: 
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? Grupo I, se corresponde con los fagos que presentan similitud con el fago φO1205 
(Stanley et al., 2000), el fago tipo φSfi21 (Desiere et al., 2001) pertenece a este grupo. 
? Grupo II, dividido en 2 subgrupos (A y B) que se corresponde con los fagos con 
similitud al fago φ7201.  
? Grupo III, que se corresponde a fagos que no presentan similitud con ninguno de los 
dos anteriores. 
 Debido a esto y basándose en la secuencia del bacteriófago φ7201 (Stanley et al., 
2000), se decidió diseñar una nueva parejas de cebadores, 7201A1 y 7201A2           
(Tabla IV.5), que se usaron en combinación con los cebadores A y B descritos 
previamente (Brüssow et al., 1994) para determinar el tipo de origen de replicación que 
presentaban los fagos aislados en este trabajo. 
Oligonucleótido Secuencia Referencia 
A 5’-ggagtagatatcaaggcg-3’ 
B 5’-atagataagctggtaggc-3’ 
Brüssow et al.,1994 
7201 A1 5’-gtatatgctgctgttcgaccgcag-3’ 
7201 A2 5’-gggtttgtcactatttgacttgttgg-3’
Este trabajo 
Tabla IV.5.- Secuencia de oligonucleótidos empleados para determinar el tipo de origen 
de replicación. A-B para el Grupo I; 7201A1−A2 para el Grupo II. 
 
 Tras realizar las PCRs correspondientes con los DNAs de los virus de nuestra 
colección, se observó que los fagos aislados con la cepa S. thermophilus IPLA10074     
(el 44’83% de los fagos aislados) amplificaban con la pareja de oligonucleótidos 
cebadores 7201A1−7201A2, mientras que no lo hacían con la pareja de oligonucleótidos 
A−B, descritas por Brüssow por lo que estos fagos se clasificarían en el Grupo II 
propuesto por Stanley. El resto de los fagos compuesto por los bacteriófagos tipo pac y 
los virus φipla01, φipla02, φipla11, φipla110, φipla124 y φipla126, amplificaban con la 
pareja de oligonucleótidos A−B descritos por Brüssow, de forma similar al fago φSfi21 
por lo que se clasificarían en el Grupo I (Stanley et al., 2000). Ningún bacteriófago de los 
aislados en este trabajo se encuadró en el Grupo III. 
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 Para terminar de confirmar estos datos, los DNAs de los fagos se cortaron con el 
enzima de restricción EcoRV y se realizó una hibridación DNA−DNA utilizando como 
sonda los amplicones obtenidos por PCR con los oligonucleótidos cebadores (A−B) y 
7201(A1−A2) a partir de los fagos control φSfi21 y φ7201, respectivamente. Como se 
esperaba, la sonda 7201(A1−A2) hibridó con los fagos aislados con la cepa        
IPLA10074 (Fig. IV.12). El resto de los fagos aislados hibridaron con la sonda 
Sfi21(A−B) (Fig. IV.11). En el caso de los fagos φipla02 y φipla11, no se obtuvo una 
señal de hibridación clara, aunque por PCR si se había obtenido amplificación con la 
pareja de oligonucleótidos A−B. En la Tabla IV.4 se muestra un resumen de las PCR e 
hibridaciones, con los oligonucleótidos y sondas previamente descritos.  
 
A) 1    2    3      4    5    6     7    8     9    10   11   12   13  14   15  16   B)   1     2     3     4    5    6     7    8     9   10   11  12  13   14   15
    
Fig. IV.11.- Hibridación de los DNA fágicos cortados con el enzima EcoRV con la sonda PCR Sfi21(A-B).    
A) Calle 2: φipla01; Calle 3: φipla02; Calle 4: φipla03; Calle 5: φipla04; Calle 6: φipla10; Calle 7: φipla11;    
Calle 8: φipla12; Calle 9: φipla13; Calle 10: φipla14; Calle 11: φipla15; Calle 12: φipla16; Calle 13: φipla17;    
Calle 14: φipla18; Calle 16: Sfi11 (Control positivo); Calles 1 y 15: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix.    
B) Calle 2: φipla19; Calle 3: φipla21; Calle 4: φipla110; Calle 5: φipla120; Calle 6: φipla121; Calle 7: φipla122;    
Calle 8: φipla123; Calle 9: φipla124; Calle 10: φipla125 (=φipla123); Calle 11: φipla126; Calle 12: φipla127;    
Calle 13: φipla129; Calle 15: Sfi21 (Control positivo); Calles 1 y 14: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix.   
Ready-to-use (Fermentas). 
A) 1     2    3    4     5     6     7    8     9    10   11   12  13   14  15  16    B)  1     2     3     4     5     6     7    8     9    10   11   12   13   14  15 
  
Fig. IV.12.- Hibridación de los DNA virales cortados con el enzima EcoRV con la sonda PCR 7201(A1-A2).    
A) Calle 2: φipla01; Calle 3: φipla02; Calle 4: φipla03; Calle 5: φipla04; Calle 6: φipla10; Calle 7: φipla11;    
Calle 8: φipla12; Calle 9: φipla13; Calle 10: φipla14; Calle 11: φipla15; Calle 12: φipla16; Calle 13: φipla17;    
Calle 14: φipla18; Calle 16: Sfi11 (Control positivo); Calles 1 y 15: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix.    
B) Calle 2: φipla19;  Calle 3: φipla21; Calle 4: φipla110; Calle 5: φipla120; Calle 6: φipla121; Calle 7: φipla122;    
Calle 8: φipla123; Calle 9: φipla124; Calle 10: φipla125 (=φipla123); Calle 11: φipla126; Calle 12: φipla127;    
Calle 13: φipla129; Calle 15: Sfi21 (Control positivo); Calles 1 y 14: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix.    
Ready-to-use (Fermentas). 
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IV.3.8.- Caracterización de la región variable del antirreceptor. 
 Duplessis y Moineau (2001) caracterizaron el gen (orf18) del módulo de 
morfogénesis de la cola de los fagos de S. thermophilus tipo cos, que codifica la proteína 
del antirreceptor implicado en el reconocimiento del hospedador de los fagos DT1 y 
MD4. Dentro del gen orf18 identificaron una región variable (VR2), que se halla 
directamente relacionada con la especificidad de ambos fagos por sus correspondientes 
cepas hospedadoras. La región VR2 está flanqueada por zonas muy conservadas, 
presentes en el genoma de todos los fagos de S. thermophilus secuenciados hasta este 
momento.  
 
 
 Basándose en la secuencia de las pautas abiertas de lectura equivalentes a orf18 
(hsp) de los fagos DT1, DT2, MD2, φ7201, Sfi11, Sfi19 y Sfi21 (nº acceso Genbank 
NC002072, AF348739, AF348736, NC002185, AF158600, AF115102 y AF115103, 
respectivamente), se diseñó una pareja de oligonucleótidos llamados Host1 y Host5, en 
las regiones conservadas que permiten la amplificación específica por PCR de la región 
variable VR2 (Fig. IV.13 y Tabla IV.4). La secuenciación posterior de los amplicones 
obtenidos tras el empleo de los cebadores Host1−Host5, permitió la caracterización de la 
región del antirreceptor implicada en el reconocimiento del hospedador. Sin embargo 
pudimos comprobar que cuando utilizábamos dichos cebadores con los fagos aislados en 
nuestra colección, en 13 no se producía amplificación, correspondiendo éstos a los que 
infectan a la cepa IPLA10074. Por ello nos propusimos caracterizar la región VR2 de 
estos fagos problemáticos.  
 
Fig. IV.13.- Alineamiento y comparación de las regiones variables VR1 y VR2 del gen 
orf18 de 7 fagos de S. thermophilus (Duplessis y Moineau, 2001). Las flechas rojas indican 
la situación aproximada de los cebadores Host1, Host1B, Host5 y Host102. 
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 El análisis del alineamiento de las regiones variables VR1 y VR2 del gen orf18 de 
los fagos de referencia (Fig. IV.13), nos permitió diseñar un nuevo oligonucleótido 
(Host102) en el Dominio 1, una región altamente conservada en bacteriófagos tipo cos de 
S. thermophilus. El empleo de la pareja de cebadores Host102/Host5 nos permitiría 
analizar las regiones variables VR1 y VR2 de los virus que infectan IPLA10074; así 
como la región donde se había diseñado el oligonucleótido Host1. 
 La secuenciación del fragmento de 1’7 Kb obtenido, empleando esta nueva pareja 
de cebadores, de los fagos que infectan la cepa IPLA10074 puso de manifiesto la 
existencia de gaps en la zona donde habíamos diseñado Host1 (Fig. IV.14.B). Este 
resultado nos condujo al diseño de un nuevo cebador alternativo que denominamos 
Host1B. 
 
 Utilizando el trío de cebadores Host1, Host1B y Host5, se llevaron a cabo PCRs 
de los fagos de S. thermophilus aislados en este trabajo. Los amplicones VR2 obtenidos 
A)
 
B)
 
Fig. IV.14.- Alineamiento y comparación de las regiones Host1 y Host1B. A) Alineamiento zona Host1 fagos control. 
B) Alineamiento zona Host1B de los fagos que infectan la cepa IPLA10074, en comparación con la zona Host1 de los 
fagos control. 
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fueron secuenciados y comparados entre sí. El alineamiento agrupó las secuencias 
nucleotídicas en 10 VR2−tipo (88% similitud, denominados de VR2−I a VR2−X)      
(Fig. IV.15). El grupo más uniforme se localizó en el tipo VR2−X que se encontraba 
representado por los fagos φipla124 y φipla126 (cuadrado gris, Fig. IV.15) con una 
similitud del 95%. El segundo grupo más estrechamente relacionado (VR2−IX) lo 
formaron los bacteriófagos φipla106, φipla107, φipla108 y φipla109, con una alta 
similitud (99%). El bacteriófago φipla123 también se puede incluye en este tipo, aunque 
hace disminuir el porcentaje de similitud al 93% (VR2−IX, Fig. IV.15). Comparando 
estos resultados con el rango de hospedador de los virus que pertenecen a este grupo, se 
puede comprobar que todos comparten el mismo rango de hospedador (IPLA10074,  
4−C, y M1, Tabla. IV.3). 
 Tras estos tipos, los más similares fueron, VR2−VI y VR2−VII, formados por    
los fagos que infectan las cepas CNRZ1066 y IPLA10095 (φipla110/φSfi21; 
φipla02/φipla130, respectivamente) con un porcentaje de similitud del 91% (cuadrados 
azul claro y rojo, respectivamente. Fig. IV.15). Cabe destacar que sólo el fago φipla110 
se agrupó con un bacteriófago de referencia (φSfi21), descrito previamente en las bases 
de datos. Con un 89% de similitud se constituyó el extenso VR2−VIII: φipla04, φipla10, 
φipla12, φipla14, φipla15, φipla16, φipla17, φipla18, φipla122, φipla127 y φipla129 
(VR2−VIII, Fig. IV.15), todos ellos pueden infectar las mismas cepas hospedadoras 
(IPLA10074, 4−C, y M1, Tabla. IV.3). El resto de los fagos con el porcentaje de 
similitud fijado (88%) dan lugar a 5 tipos de VR2, 4 de ellos constituídos por un único 
bacteriófago (VR2−I, VR2−II, VR2−III y VR2−V), si estudiamos el rango de hospedador 
y las similitudes genéticas con respecto al resto de los fagos, se podrían agrupar en          
2 grupos VR2 independientes: uno formado por VR2−I y VR2−II (cuadrados azules,     
Fig. IV.15) capaces sólo de infectar la cepa 5−C, que a pesar de tener un bajo porcentaje 
de similitud (50%), se diferencian significativamente del resto de los virus analizados con 
una similitud del 8%, y el otro grupo VR2 sería el formado por los bacteriófagos tipo pac 
(VR2−III, VR2−IV y VR2−V. Cuadrados amarillos, Fig. IV.15), aislados con la cepa 
IPLA10094 (similitud del 66%) diferenciándose del tipo más afín (VR2−VI) con un 
porcentaje de similitud del 45% y del resto de virus con tan sólo un 8%. 
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 Por otra parte, si atendemos a la similitud de secuencia de las regiones variables 
VR2 y el rango de hospedador de los fagos podemos reagruparlos en 6 grupos distintos 
(Tabla IV.6). Teniendo en cuenta estos resultados, se puede diseñar un sistema racional 
de rotación de cultivos iniciadores basado en la secuencia VR2 y su relación con el rango 
de hospedador del bacteriófago problemático detectado en la planta de producción y no 
de forma aleatoria como se viene realizando en la actualidad.  
 
 
Fig. IV.15.- Comparación filogenética de las secuencias VR2 de los fagos aislados en este trabajo, realizado con el 
algoritmo Neighbour Joining. Los fagos se distribuyeron en 6 grupos VR2-tipo (cuadrados de colores), cada grupo 
fágico presenta el mismo rango de hospedador (Tabla IV.3), los grupos VR2-VIII y VR2-IX también presentan el 
mismo rango de hospedador. 
 
 
 En la Tabla IV.6 se muestra un ejemplo de aplicación tecnológica en el que se 
han tenido en cuenta los 6 grupos derivados de la comparación de las regiones VR2 y el 
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rango de hospedador de los fagos aislados. Si se presenta un bacteriófago problemático 
recurrente en fermentaciones lácteas industriales, que infecte una determinada cepa de    
S. thermophilus utilizada como iniciador, el procedimiento a seguir sería: a) amplificar y 
secuenciar la región variable VR2, b) localizar al fago en uno de los 6 grupos propuestos 
y tras la consulta de la tabla, c) determinar que cepa de entre las recomendadas sería la 
indicada para llevar a cabo la fermentación. En casos extremos se recomendaría el uso de 
alguna de las “cepas resistentes” (Tabla IV.6), aunque un abuso en su utilización podría 
dar lugar a la aparición de algún fago específico que infectara dicha cepa, convirtiéndola 
en sensible, dejando de ser una opción segura. 
 
VR2 
Grupo VR2−tipo Fagos 
Cepas 
sensibles 
Cepas 
recomendadas 
Cepas 
resistentes 
1 
VR2−I,  
VR2−II 
φipla01,  
φipla11 5-C 
4-C, CNRZ1066, LMD9, 
IPLA10074, IPLA10094, 
IPLA10095, 10.3, 15, M1 
2 
VR2−III,  
VR2−IV,  
VR2−V 
φipla03,  
φipla13, φipla21, φipla120,  
φipla121 
IPLA10094 
4-C, 5-C, CNRZ1066, 
LMD9, IPLA10074, 
IPLA10095, 10.3, 15, M1 
3 VR2−VI φipla110, Sfi21 CNRZ1066 
4-C, 5-C, LMD9, 
IPLA10074, IPLA10094, 
10.3, 15, M1 
4 VR2−VII φipla02, φipla130 IPLA10095 
4-C, 5-C, CNRZ1066, 
LMD9, IPLA10074, 
IPLA10094, 10.3, 15, M1 
VR2−VIII 
φipla04, φipla10, φipla12, 
φipla14, φipla15, φipla16, 
φipla17, φipla18, φipla19, 
φipla122, φipla127, φipla29 5 
VR2−IX 
φipla106, φipla107, 
φipla108, φipla109, 
φipla123 
IPLA10074, 
M1, 4-C 
5-C, CNRZ1066, LMD9, 
IPLA10094, IPLA10095, 
10.3, 15 
φipla124 15, 10.3, LMD9 6 VR2−X 
φipla126 10.3, LMD9 
4-C, 5-C, CNRZ1066, 
IPLA10074, IPLA10094, 
IPLA10095, M1 
LMG18311, 
DSMZ20479, 
Fc10, 799 
 
Tabla IV.6.- Sistema de rotación de cultivos propuesto con los fagos aislados en este trabajo y las cepas 
empleadas en el mismo, teniendo en cuenta el rango de hospedador (Tabla IV.3) y la relación filogenética de las 
secuencias nucleotídicas VR2 (Fig. IV.15). En este caso VR2−VIII y VR2−IX, que aunque muestran un 
porcentaje de similitud bajo (8%), se han incluído en el Grupo VR2 5, debido a la coincidencia de sus rangos de 
hospedador. Los fagos φipla124 y φipla126, se incluyeron en el mismo tipo VR2−X debido a la alta similitud que 
presentaban (95%) a pesar de que el fago φipla124 pueda infectar también la cepa 15. Las “cepas resistentes” son 
cepas de S. thermophilus que no han sido infectadas por ninguno de los fagos ensayados en este trabajo. 
 
 
RESULTADOS    IV    
 
 
 69
IV.4.- Desarrollo de un sistema de PCR para la detección de 
fagos de S. thermophilus en leche. 
 Atendiendo a los resultados del apartado anterior y viendo las dificultades 
tecnológicas que provoca la presencia de fagos en la industria láctea, se pensó en aplicar 
este sistema de PCR utilizando la terna de oligonucleótidos cebadores Host1/1B y Host5, 
como un sistema de detección rápida de bacteriófagos de S. thermophilus a partir de 
muestras de leche o de derivados de su fermentación. Como ya se comentó en el apartado 
anterior, los oligonucleótidos Host1 y Host5 se diseñaron basándose en zonas 
conservadas que flanquean la región variable VR2 de los fagos DT1, MD2, Sfi19, Sfi21 y 
7201 (Fig IV.14.A, Binetti et al., 2005) y con posterioridad según se fueron aislando un 
mayor número de fagos, se vio que existían virus, concretamente los bacteriófagos 
aislados con la cepa IPLA10074, que presentaban problemas en sus amplificaciones y se 
diseñó un oligonucleótido Host1B alternativo (Fig. IV.14.B).  
 Este trío de oligonucleótidos cebadores (Fig. IV.16) puede identificar de forma 
específica los fagos de S. thermophilus, y dan lugar a un amplicón de tamaño variable que 
oscila entre 700 y 800 pb (Fig. IV.17.A). Para evaluar la utilidad de sistema de PCR en la 
detección de fagos de S. thermophilus a partir de muestras industriales se contaminó una 
muestra de leche con una suspensión titulada del fago φipla124 y se realizaron diluciones 
seriadas desde 108 a 102 PFU ml-1 para determinar el límite de detección del sistema. 
Como se puede ver en la Fig. IV.17.B el límite de detección para el fago φipla124 se fijó 
en 104 PFU ml-1. 
 
Fig. IV.16.- Diseño de oligonucleótidos cebadores Host1, Host1B y Host5, para la detección de fagos de S. 
thermophilus. La comparación de las secuencias se realizó con la aplicación http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 
2004). El tamaño de las letras es proporcional al grado de similitud entre las secuencias comparadas. 
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 Una vez que se dispuso de este sistema de detección, se aplicó a las 394 muestras 
cedidas por la empresa colaboradora CAPSA y utilizadas previamente para el aislamiento 
de fagos, obteniendo 122 casos de amplificaciones positivas, lo que significa un 31% de 
las muestras analizadas, tan sólo en 43 se había conseguido aislar algún virus. Este dato 
indica que se aislaron fagos en el 35’25% de las muestras que resultaron positivas por 
PCR, lo que podría deberse a que las cepas utilizadas no eran hospedadoras de los fagos 
detectados. 
 
IV.5.- Desarrollo de un sistema de PCR múltiple para la 
detección de fagos alterantes en la Industria Láctea. 
 Como las dificultades técnicas que provoca la presencia de fagos en la industria 
láctea, no se limita a los fagos de S. thermophilus, pensamos desarrollar un sistema de 
detección de bacteriófagos mediante el uso de la PCR múltiple a partir de muestras de 
leche o de derivados de su fermentación, de forma que en una única reacción se pudieran 
detectar e identificar rápida y eficazmente, fagos de las tres especies bacterianas que 
componen los iniciadores más utilizados en la industria láctea: Lc. lactis,  S. thermophilus 
y Lb. delbrueckii.  
A) 1    2    3    4     5    6    7     8     9  10   11  12  13  14  15  16   17  18   19    20  21   22  23   24  25   26   27   28  29   30  31   32  33   34   35   36 
 
     B)  1      2        3      4       5       6       7       8       9     10     11 
 
Fig. IV.17.- Sistema de PCR Host1/Host1B/Host5 para la detección de fagos de S. thermophilus. A) PCR Host1/Host1B/Host5 de los 
fagos aislados en este trabajo; Calles 2-16: φipla01, φipla02, φipla03, φipla04, φipla10, φipla11, φipla12, φipla13, φipla14, 
φipla15, φipla16, φipla17, φipla18, φipla19 y φipla21; Calle 21-33: φipla106, φipla107, φipla108, φipla109, φipla110, 
φipla120, φipla121, φipla122, φipla123, φipla124, φipla126, φipla127 y φipla129; Calles 17 y 34: Controles negativos (Sin 
fago); Calles 18 y 35: Controles positivos (φSfi21); Calles 1, 19, 20 y 36: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix.               
B) Amplificación PCR Host1/Host5 de diluciones seriadas del fago φipla124. Calles 2-8: diluciones seriadas 106 a 100 PFU por reacción; 
Calle 9: Control negativo (Sin fago); Calle10: DNA fago φipla124; Calles 1 y 11: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix. 
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Primer Secuencia Tamaño (bp) Gen 
Fago / Especie 
bacteriana Referencia 
335A 5’− gaagctaggcgaatcagtaaacttgctag – 3’ 
335B 5’− cggctatctcgtcaattgttccggttgc – 3’ 
196 orf21 Tuc2009 (P335) 
936A 5’− atcagttggctcaatggaagaccaagcgg – 3’ 
936B 5’− gttgcttctgctgttggtgtcaaatgagga – 3’ 
318 msp sk1 (936) 
C2A 5’− caatcgaagcaggtgtaaaagttcgagaac – 3’ 
C2B 5’− gctttatccatttgtaggtatgcttctgcc – 3’ 
444 mcp C2 
Lc. Lactis 
Lb1 5’− tcccgggctaaccacctctacactc – 3’ 
Lb2 5’− ggtgtagtgaccatcctttgagagc – 3’ 
621 mur LL−H Lb. delbrueckii 
Del Rio et al., 
2007 
Host 1 5’− gaatgatactgctggcagtatttcggttgg – 3’ 
Host 5 5’− cagtcatgtagctatcgatgaaattccaacg – 3’ 
DT1 Binetti et al., 2005 
Host 1B 5’ − cgaggaaacgacgggaaggatgg − 3’ 
750 orf18 
φipla04 
S. 
thermophilus 
Este trabajo 
Tabla IV.7.- Secuencia de oligonucleótidos empleados en la PCR múltiple. 
 
IV.5.1.- Diseño de oligonucleótidos cebadores. 
 La selección de los oligonucleótidos cebadores en un sistema de PCR múltiple es 
crucial. Se buscaron regiones conservadas en los genomas de bacteriófagos descritos en 
las bases de datos. Labrie y Moineau (2000) analizaron regiones conservadas de virus de 
las tres especies de fagos de Lc. lactis que causan problemas en la Industria Láctea:  
P335, 936 y C2. Seleccionaron los tres genes más conservados y diseñaron un sistema de 
PCR múltiple para la detección de dichos fagos. En nuestro caso, a fin de poder 
identificar los fagos detectados directamente por el tamaño de los productos de DNA 
amplificados diseñamos una nueva serie de cebadores (Tabla IV.7) comparando estos 
mismos genes conservados de virus de Lc. lactis:  
? Fagos de la especie P335 de Lc. lactis. 
 Labrie y Moineau, encontraron que, la región correspondiente al gen orf21 del 
fago Tuc2009 (número de acceso Genbank AF109874), que codifica una proteína de 
función desconocida, se encuentra conservada en la mayoría de los fagos pertenecientes a 
la especie P335 (similitud del 94%). Esta secuencia se comparó con sus correspondientes 
de los fagos bIL285, ul36A, Q30 y r1t (números de acceso Genbank AF323668, 
AF152415, AF152414 y U38906, respectivamente). En la región más conservada de este 
gen (100% de similitud) diseñamos la pareja de oligonucleótidos, 335A y 335B         
(Fig. IV.18), que amplifica un fragmento de DNA de tamaño de 196 pb (Fig. IV.22). 
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Fig. IV.18.- Diseño de la pareja de oligonucleótidos 335A y 335B para la detección de fagos de la especie 
P335 que infectan Lc. lactis. Alineamiento realizado con la aplicación, http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et 
al., 2004).  
 
? Fagos de la especie 936 de Lc. lactis. 
 Para el diseño de la pareja de cebadores para la detección de los fagos de la 
especie 936 de Lc. lactis, la comparación de seis secuencias del gen msp, que codifica    
la proteína mayoritaria de la cápsida de los fagos (SK1, p2, Q42, bIL170 y Q7)   
(números de acceso Genbank AF011378, AF152407, AF152408, AF009630 y 
AF152409, respectivamente), reveló una similitud del 82’2% (Labrie y Moineau. 2000). 
En la región más conservada diseñamos la pareja de oligonucleótidos 936A y 936B   
(Fig. IV.19), que dan lugar a un amplicón de 318 pb (Fig. IV.22). 
 
 
Fig. IV.19.- Diseño de la pareja de oligonucleótidos 936A y 936B para la detección de fagos de la especie 936 
que infectan Lc. lactis. Alineamiento realizado con la aplicación, http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 
2004). 
 
? Fagos de la especie C2 de Lc. lactis. 
 En el caso de los fagos de la especie C2 de Lc. lactis, se pudo ver una similitud 
del 82% al comparar las secuencias nucleotídicas del gen mcp (proteína mayoritaria       
de la cápsida) o los equivalentes de cinco fagos (bIL167, C2, eb1, Q38 y Q44)    
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(números de acceso Genbank L33769, L48605, AF152410, AF152411 y AF152412). 
Como en los casos anteriores se buscó la región más conservada de este gen y en base a 
esta secuencia diseñamos los cebadores C2A y C2B (Fig. IV.20), que dan lugar a un 
amplicón específico de 444 pb (Fig. IV.22). 
 
 
Fig. IV.20.- Diseño de la pareja de oligonucleótidos C2A y C2B para la detección fagos de la especie C2 que 
infectan Lc. lactis. Alineamiento realizado con la aplicación, http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 
2004).   
? Fagos de Lb. delbrueckii. 
 Vasala et al. (1990), localizaron el gen mur (número de acceso Genbank M96254) 
que codifica el enzima muramidasa del fago LL−H de Lb. delbrueckii. Comparamos su 
secuencia nucleotídica con la de otros fagos de la misma especie descritos en la literatura 
y encontramos una alta similitud de este gen con los genes lysA de los fagos mv4 y mv1 
(números de acceso Genbank Z26590 y M60167, respectivamente) (Boizet et al., 1990). 
En regiones conservadas de estos genes diseñamos oligonucleótidos específicos, 
denominados Lb1 y Lb2 (Tabla IV.7), cuyas secuencias se muestran en la Fig. IV.21 y 
que dan lugar a un amplicón de 621 pb (Fig. IV.22). 
 
 
Fig. IV.21.- Diseño de la pareja de oligonucleótidos Lb1 y Lb2 para la detección de fagos de Lb. delbrueckii. 
Alineamiento realizado con la aplicación http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 2004). 
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? Fagos de S. thermophilus. 
 El trío de oligonucleótidos cebadores descritos en el apartado IV.4, Host1, 
Host1B y Host5, que identifican de forma específica los fagos de S. thermophilus, se 
emplearon en este sistema de detección de bacteriófagos (Tabla IV.7 y Fig. IV.16) dan 
lugar a un amplicón de tamaño variable que oscila entre 700 y 800 pb (Fig. IV.17). 
 Cada pareja de oligonucleótidos cebadores específicos (Tabla IV.7) permite 
amplificar fragmentos de DNA que se distinguen entre sí por su peso molecular y que 
permiten detectar e identificar de forma rápida y sensible virus de S. thermophilus, Lb. 
delbrueckii y las tres especies de Lc. lactis en una única reacción de PCR (Fig. IV.22).  
 
IV.5.2.- Detección de bacteriófagos por PCR múltiple en leche. 
 Para comprobar el buen funcionamiento de las cinco parejas de oligonucleótidos 
cebadores diseñadas se utilizaron de forma conjunta, en un experimento de detección de 
fagos por PCR múltiple, utilizando como muestra leche infectada artificialmente con una 
suspensión de titulo conocido (107 PFU ml-1) primero con cada uno de los fagos control de 
forma individual (P335, bIL170, C2, YAB y 0BJ) y posteriormente con distintas 
combinaciones de ellos.  
 En el primer experimento se observó que sólo se obtenía amplificación positiva de 
cada pareja de oligonucleótidos, cuando estaba presente el fago correspondiente         
(Fig. IV.22). Además los tamaños de los amplicones se ajustaban a lo esperado. En este 
                     1       2      3       4       5       6       7 
 
Fig. IV.22.- Electroforesis en agarosa al 1’5% de PCR múltiple de muestras de leche contaminadas 
artificialmente con fagos en concentración de 107 PFU ml-1. Calle 1: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder 
mix. Ready-to-use (Fermentas); Calle 2: Control negativo (sin DNA); Calle 3: fago Tuc2009; Calle 4: fago 
bIL170; Calle 5: fago C2; Calle 6: fago LL-H; Calle 7: fago DT1. Marcador (de abajo a arriba): 0’2, 0’3, 0’4, 
0’5, 0’6, 0’7, 0’8, 0’9, 1 Kb.  
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sentido hay que hacer notar, que el tamaño del fragmento de DNA originado por la terna 
de oligonucleótidos Host1/1B−Host5 para la detección de fagos de S. thermophilus es 
variable, pudiendo oscilar entre 700 y 800 pb. En ningún caso se observó interferencia 
con el resto de los amplicones esperados. Tampoco se observó interferencia entre las 
distintas parejas de oligonucleótidos.  
  Aunque en muestras de leche reales no se espera la contaminación de la misma 
por más de un fago (Bissonnette et al., 2000), se decidió probar la capacidad del método 
para detectar más de una especie de fago. Así, se contaminaron artificialmente muestras 
de leche con combinaciones de los distintos fagos (Fig. IV.23), viendo que no se 
producían interferencias en las amplificaciones y que sólo se obtenía amplificación 
positiva con las parejas de oligonucleótidos correspondientes a los fagos presentes. 
Incluso cuando se contaminaba la leche con los 5 fagos control, estos eran fácilmente 
detectables. Sin embargo, se observó que el volumen de leche empleado en la reacción de 
PCR era crítico, de forma que si se utilizaban 2 μl en vez de 1 μl (volumen final 25 μl) la 
eficiencia de la reacción disminuía 100 veces. Este efecto se atribuye a la inhibición del 
enzima Taq polimerasa por la presencia de proteasas, calcio y plasmina en la leche 
(Powell et al., 1994). 
 
 
 El sistema de PCR múltiple con las cinco parejas de oligonucleótidos se 
comprobó con 4 fagos de la especie P335, 9 de la especie 936 y 9 de la especie C2 de Lc. 
lactis; también se utilizaron 3 fagos de Lb. delbrueckii y 43 de S. thermophilus (Tabla 
IV.8). 
            1      2      3       4       5  
 
Fig. IV.23.- PCR múltiple de muestras de leche contaminadas artificialmente con 
combinaciones de los fagos estudiados. Calle 1: Marcadores Gene RulerTM DNA ladder mix; 
Calle 2: Control negativo (sin DNA); Calle 3: fagos Lc. lactis;  Calle 4: fagos S. thermophilus 
y Lb. delbrueckii; Calle 5: Todos los fagos control. Marcador (de abajo a arriba): 0’1, 0’2, 0’3, 
0’4, 0’5, 0’6, 0’7, 0’8, 0’9, 1 Kb. 
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Cepa hospedadora Bacteriófago Referencia 
P335 Braun et al. (1989) 
104/37 Madera et al. (2004) Especie P335 
27CYL; 114/4 Madera y Suárez a 
bIL170 Bidnenko et al. (1995) 
Especie 936 070/6; 114/37; 123/0; 174/37; 184/26; 
224/40; 234/14; 268/9 Madera y Suárez 
a 
C2 Pillidge y Jarvis (1988) 
Lc. lactis  
Especie C2 056/5; 262/4; 100/8; 116/8; 92/47; 154/26; 
154/18; 110/2 Madera y Suárez 
a 
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YAB; BYM Quiberoni et al. (2003) 
Lb. delbrueckii subsp. lactis LL-H Alatossava y Pythila (1980) 
0BJ NCCBb 
021-5; CP; CQ210; CQ211; FcSth10; 799; 
Abc2; Ly1; Ly7;Mi1 Suárez et al. (2002) S. thermophilus 
P10.3; P13.2; P3.1; Ly4 Binetti et al. (2005) 
Tabla IV.8.- Fagos control utilizados en PCR múltiple. a Datos sin publicar; b NCCB: The Netherlands Culture Collection 
of Bacteria. 
 
IV.5.3.- Determinación del límite de detección. 
 Para determinar la sensibilidad del sistema de detección de bacteriófagos por PCR 
múltiple, se realizaron diluciones seriadas de una muestra de leche contaminada 
artificialmente con suspensiones tituladas de cada una de las especies víricas elegidas. 
Aunque todos los fagos se detectaron fácilmente, el límite de detección es distinto para 
cada especie fágica (Tabla IV.9). 
Límite de 
detección Fago 
Especie 
bacteriana 
104 P335 y C2 
103 936 (bIL170) Lc. lactis 
104 YAB Lb. delbrueckii 
104 0BJ S. thermophilus 
Tabla IV.9.- Límite de detección (PFU ml-1). 
 Se establecieron los límites de detección en torno a 103–104 PFU ml-1. Cabe 
destacar que en las reacciones sólo se añade 1 μl de muestra (leche o yogur) por lo que el 
límite de detección por reacción es de 1–10 PFU. Además, como se comentó 
anteriormente, la presencia de fagos en la leche se estima que no es perjudicial hasta un 
umbral de 105 PFU ml-1. Se puede considerar, por lo tanto, que este sistema de PCR 
múltiple para la detección de bacteriófagos en leche es una útil herramienta de detección 
en la industria. 
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IV.6.- Desarrollo de un sistema de qPCR para la detección 
y cuantificación de fagos de S. thermophilus en leche. 
 El desarrollo de la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), nos permitió 
desarrollar un sistema de detección y cuantificación de la presencia de bacteriófagos de   
S. thermophilus en muestras de leche o yogur. Para ello se diseñaron 2 parejas de 
cebadores específicos y 2 sondas Taqman®MGBTM (Introducción, I.4.1) marcadas con 
distintos fluoróforos (Tabla IV.10) para detectar y diferenciar los dos tipos de fagos de  
S. thermophilus (cos/pac) (Introducción, I.3.3.1). Además, se utilizó un sistema de 
control interno (IC), para determinar el buen funcionamiento y la ausencia de agentes 
inhibidores de las reacciones de qPCR; este IC se incluyó en todas las reacciones    
(MyM, III.2.4). 
Primer Secuencia Posición/Tamaño (bp) Gen/Fago Tipo 
qPac1 5´-cgggtgctggtttcaatca-3´  13044–60 (16)  
qPac2 5´-ctgctgagttatcactaatcgaacc-3´ 13143–67 (24)  
MGBpac (VIC)5´-caaacttaggagacatggct-3´ 13093–112 (19) 
orf1510/Sfi11 pac 
qCos1 5´-tgccatatcatgttgagataaggac-3´ 16701–25 (24) 
qCos2 5´-tgcatcaacaattttatcgccttg-3´ 16787–810 (23) 
MGBcos (FAM)5´-ttggtcgttctactgttaa-3´ 16755–73 (18)  
orf18/DT1 cos 
IC−FW 5'-gagtaggtcatttaagttgagcataatagg-3' (30) 
IC−R 5'-caagctcgaaattaaccctcactaa-3' (25) 
MGB−IC (NED)5'-caagctcgaaattaaccctcactaa-3' (25) 
six/pEM125 
Control 
Interno 
(IC) 
Tabla IV.10.- Secuencia de oligonucleótidos y sondas empleados en qPCR. 
 
 Como se ha comentado con anterioridad, los virus que infectan a S. thermophilus 
se clasifican en dos grupos según el sistema de empaquetamiento que utilicen: cos o pac 
(Le Marrec et al., 1997). Por eso, se decidió diseñar 2 sistemas de detección (pareja de 
oligonucleótidos cebadores + sonda Taqman®MGB), uno para cada tipo de fago. Así para 
los bacteriófagos de tipo pac que infectan S. thermophilus se seleccionó la orf1510 del 
fago Sfi11, que codifica una proteína minoritaria de la cola. Para los virus tipo cos, se 
decidió seguir basándose en la orf18 descrito por Labrie y Moineau (2000), que codifica 
para el antirreceptor (Fig. IV.24). Como se puede ver en la comparación de los genomas 
de los fagos de ambos tipos descritos en las bases de datos (Fig. IV.24), los virus 
pertenecientes al mismo tipo presentan gran similitud entre ellos pero se diferencian 
significativamente de bacteriófagos pertenecientes a grupos distintos. 
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Fig. IV.24.- Alineamiento de fagos de S. thermophilus (cos/pac) para el diseño del sistema de detección por qPCR. 
Cuadro verde: zona para diseño del sistema de detección qPac. Cuadro azul: zona para diseño del sistema de detección 
qCos (Lévesque et al., 2005). 
IV.6.1.- Diseño del sistema qPac, para fagos tipo pac. 
 Atendiendo a las secuencias del gen orf1510 y equivalentes de los fagos tipo pac 
disponibles en las bases de datos, se diseñaron oligonucleótidos específicos para la 
secuenciación del gen equivalente de los fagos tipo pac aislados en este trabajo (φipla03, 
φipla13, φipla21, φipla120 y φipla121). Comparando todas las secuencias nucleotídicas 
obtenidas con las del gen orf1510 y equivalentes de los bacteriófagos Sfi11, 2972 y 
O1205 (números de acceso Genbank AF158600, AF085222 y U88974, respectivamente) 
se localizaron las zonas más conservadas de estos genes y utilizando el programa 
informático Primer Express (Applied Biosystem) (para ajustarse a las condiciones 
estándar de la qPCR), se diseñó el sistema de detección qPac (Fig. IV.25). Este sistema 
de detección, está compuesto por la pareja de oligonucleótidos cebadores específicos 
qPac1 y qPac2 (Tabla IV.10). En el segmento limitado por los cebadores, se diseño la 
sonda MGBpac (Taqman®MGBTM, Applied Biosystem) marcada con el fluoróforo FamTM. 
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Fig. IV.25.- Diseño del sistema de detección qPac para fagos de S. thermophilus tipo pac. 
Alineamiento realizado con la aplicación, http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 2004).  
 
IV.6.2.- Diseño del sistema qCos, para fagos tipo cos. 
 Para los bacteriófagos de tipo cos de S. thermophilus diseñamos el sistema de 
detección qCos (Fig. IV.26), basándonos en la secuencia del gen orf18 del fago DT1 
(número de acceso Genbank AF085222), que codifica el antirreceptor. Como en el 
apartado (IV.5), comparamos la secuencia nucleotídica del gen orf18 del fago DT1 con 
las secuencias de los genes equivalentes de los fagos DT2, MD1, MD4, Q5, 7201, Sfi19, 
y Sfi21 (números de acceso Genbank AF348739, AF348737, AF348735, AF348734, 
AF145054, AF115102, y AF115103, respectivamente). En la zona más conservada de 
estos genes, con ayuda del programa informático Primer Express, se diseñaron los 
cebadores específicos qCos1 y qCos2 (Tabla IV.10) y la sonda MGBcos marcada con el 
fluoróforo VicTM. 
 
Fig. IV.26.- Diseño del sistema de detección qCos para fagos de S. thermophilus tipo cos. 
Alineamiento realizado con la aplicación, http://weblogo.berkeley.edu (Crooks et al., 2004). 
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IV.6.3.- Optimización de las reacciones de qPCR. 
 Una vez diseñados las parejas de oligonucleótidos qPac y qCos y las sondas 
Taqman®, MGBpac y MGBcos, marcadas con dos fluoróforos distintos (FamTM y Vic®, 
respectivamente), se procedió a optimizar las reacciones en leche. Inicialmente se 
llevaron a cabo reacciones de qPCR utilizando como molde diluciones de fagos aislados, 
caracterizados anteriormente mediante métodos tradicionales (presencia/ausencia de 
extremos cohesivos, IV.3.4; geles SDS-PAGE, IV.3.5), se pudo observar que sólo se 
emitía fluorescencia de la longitud de onda esperada cuando en la reacción estaba 
presente su fago correspondiente. 
 Para la optimización de la reacción siguiendo las condiciones estándar del 
termociclador, procedimos a la construcción de 2 plásmidos, pEM212 y pEM213       
(Fig. IV.27; MyM, Tabla III.6), que contenían los genes diana a detectar, un fragmento 
interno del gen orf1510 del fago Sf11 tipo pac (pEM212) y otro fragmento del gen orf18 
del fago Sfi21 tipo cos (pEM213) que infectan S. thermophilus. 
   
Fig. IV.27.- Plásmidos pEM212 y pEM213, para la optimización del sistema de detección de fagos de            
S. thermophilus tipo pac/cos, respectivamente.  
 Con la utilización de estos plásmidos tratamos de evitar las variaciones debidas a 
la pérdida de la capacidad infectiva y consecuente disminución del título de los virus al 
conservarlos en altas concentraciones en suspensión. Para la construcción de los 
plásmidos se utilizó el kit comercial TOPO-TA (Invitrogen), con el que tras realizar una 
simple PCR, el amplicón obtenido se clona fácilmente en el vector pCR2.1 (MyM, Tabla 
III.6). 
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? Optimización de las concentraciones de reacción. 
 Para determinar cuáles eran las concentraciones óptimas relativas de cada pareja 
de oligonucleótidos (qPac1/qPac2 y qCos1/qCos2), se eligieron cuatro concentraciones 
de cada cebador posibles: 100, 300, 600 y 900 nM. Se realizaron tres réplicas de cada una 
de las 16 de combinaciones posibles. Se pudo comprobar que el menor y el mayor valor 
de CT (ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa el valor umbral de detección) se obtenía 
con las combinaciones 900:900 y 100:100, respectivamente. Para optimizar la relación 
entre la máxima intensidad de fluorescencia utilizando la menor concentración de 
cebadores posible, se estableció que la mejor relación se obtenía con una concentración 
final de 450 nM, de cada oligonucleótido, concentración utilizada en los experimentos 
siguientes. 
 En cuanto a la optimización de la concentración de las sondas (MGBcos y 
MGBpac), se probaron las siguientes concentraciones 50, 100, 125 y 250 nM, observando 
que los mayores valores de CT se obtenían cuanto menor era su concentración. Al valorar 
la mejor relación entre la intensidad de la fluorescencia y la concentración de sonda, se 
eligió una concentración final de 125 nM para la detección de bacteriófagos por qPCR a 
partir de muestras de leche o yogur. 
? Determinación del rendimiento de la qPCR. 
 Para determinar el rendimiento de las reacciones de detección, se hicieron rectas 
estándar, consistentes en diluciones seriadas (1/10) de una solución de concentración 
conocida del plásmido lineal (digerido con un enzima de restricción), en leche desde 1 a 
1011 copias ml-1. Tras la amplificación (reacciones por triplicado), se representó 
gráficamente el valor CT frente al logaritmo de la concentración de la dilución 
correspondiente, obteniéndose la recta de regresión (Fig. IV.28). Según se observa, se 
pudo establecer una buena correlación lineal entre la concentración de DNA y la CT 
obtenida.  
 La eficiencia de la reacción se calculó según la fórmula:  
 
110 1 −= − aE  E = Eficiencia 
a = valor de la pendiente 
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 La pendiente de la recta de regresión nos indicó que la eficiencia de la reacción 
fue buena en todos los casos (Eficiencia óptima =1). Los resultados de las eficiencias y 
coeficientes de regresión lineal obtenidos se resumen en la Tabla IV.11. En ambos casos 
(pEM212 y pEM213) se puede ver una alta eficiencia (0’9831 y 0’9475, respectivamente) 
y una buena correlación lineal (99’98%). 
Plásmido Pendiente (a) R
2 
(Ajuste) Eficiencia Gen 
Bacteriófago    
S. thermophilus 
pEM212 −3’3631 0’9998 0’9831 orf1510 pac 
pEM213 −3’4543 0’9998 0’9475 orf18 cos 
φipla120 −3’1734 0’9986 1’066 orf1510 pac 
φipla124 −3’3309 0’9959 0’9963 orf18 cos 
Tabla IV.11.- Valores de regresión lineal de las rectas estándar elaboradas con los plásmidos 
(pEM212 y pEM213) y los bacteriófagos (φipla120 y φipla124) empleados en qPCR. 
 
 Los resultados determinaron que el límite de detección para pEM212 era de        
65 copias/reacción con una CT de 27’65 (ds ± 0’81, desviación estándar) y para pEM213 
de 16 copias/reacción con una CT de 26’70 (ds ±0’21), aunque para niveles de detección 
por debajo de 100 copias/reacción la variabilidad observada aumentaba bastante. Así 
preferimos establecer unos límites de detección con una menor variabilidad fijándolos en 
100 copias/reacción para ambos plásmidos, además todas las rectas estándar han de ser 
elaboradas por triplicado. 
pac vs cos
y = -3,3631x + 33,693
R2 = 0,9998
y = -3,4543x + 30,208
R2 = 0,9998
0
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Fig. IV.28.- Rectas de regresión obtenidas con los plásmidos pEM212 y pEM213. 
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IV.6.4.- Detección de bacteriófagos por qPCR en leche. 
 Para comprobar la precisión de éstas rectas estándar elaboradas con los plásmidos 
en comparación con rectas estándar elaboradas con soluciones fágicas (Fig. IV.29), 
repetimos los experimentos con diluciones seriadas de los fagos φipla120 (pac) y 
φipla124 (cos) de título conocido. Los resultados de las eficiencias y coeficientes de 
regresión lineal obtenidos se resumen en la Tabla IV.11, con estos dos fagos también se 
puede ver una eficiencia próxima a la unidad (1’066 y 0’9963, respectivamente) y una 
buena correlación lineal (99’86% y 99’59%), por lo que las realizadas anteriormente con 
las soluciones plasmídicas se ajustan bastante bien a las realizadas con diluciones 
seriadas de suspensiones fágicas.  
 
Fig. IV.29.- Rectas de regresión obtenidas con los fagos φipla120 (pac) y φipla124 (cos). 
 La especificidad de la reacción se comprobó realizando pruebas de detección por 
qPCR de los 28 fagos aislados de S. thermophilus y de algunos fagos control 0BJ (cos), 
P10.3 (cos), P13.2 (pac), Ly4 (cos), Sfi11 (pac) y Sfi21 (cos), se pudo observar que no se 
producían amplificaciones cruzadas, sólo se obtenía la fluorescencia esperada para cada 
tipo de bacteriófago de S. thermophilus (pac/cos). También se probaron una gran 
variedad de fagos que infectan Lb. delbrueckii y Lc. lactis (Tabla IV.8). En todos los 
casos no se detectó amplificación con estos virus, sólo se producía emisión fluorescente 
cuando se añadían fagos de Streptococcus thermophilus. 
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V.- DISCUSIÓN. 
 Cualquier agente o factor capaz de retrasar el crecimiento de los cultivos 
iniciadores usados en la Industria Láctea, va a generar dificultades tecnológicas (descenso 
insuficiente del pH, prolongación de los tiempos de fermentación, etc.) durante los 
procesos en que intervengan, lo que conducirá a la obtención de productos de baja calidad 
o, incluso, a fermentaciones totalmente fallidas. En la práctica, los retrasos en la 
acidificación se deben mayoritariamente a la infección viral de las BAL utilizadas como 
iniciadores. En las últimas décadas se ha producido un marcado aumento en la utilización 
de fermentos comerciales de S. thermophilus para la elaboración de diversos productos 
lácteos, desde yogures hasta algunos tipos de quesos italianos o suizos, lo que ha ido 
ligado a un considerable aumento en el número de accidentes ocasionados por fagos 
específicos de esta bacteria. Debido a la magnitud del problema y las pérdidas 
económicas que éstos producen, nos planteamos el aislamiento y la caracterización de 
bacteriófagos de S. thermophilus industrialmente problemáticos. Con los datos obtenidos 
se desarrollaron sistemas de PCR (convencional y cuantitativa) que permiten la detección 
y caracterización rápida de bacteriófagos, de forma que se pueda decidir el proceso 
industrial adecuado para la leche analizada o establecer un sistema racional de rotación de 
cultivos iniciadores. 
V.1.- Aislamiento fágico. 
 El aislamiento de fagos tuvo lugar a lo largo de todo el periodo de realización de 
esta Tesis Doctoral, a partir de muestras industriales en las que se había producido algún 
fallo en la fermentación, siendo los retrasos en la acidificación, los más habituales. Cada 
muestra se contrastaba con un número representativo de cepas de S. thermophilus, de 
diversa procedencia; 3 cepas aisladas de fermentos comerciales utilizados por la propia 
empresa colaboradora, 7 cepas aisladas de la industria argentina y 3 cepas de referencia 
pertenecientes a colecciones internacionales, cuyos genomas se encuentran totalmente 
secuenciados. Los aislamientos de virus se llevaron a cabo a lo largo de todo el año.  
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 Invierno Primavera Verano Otoño Totales 
nº total aislamientos 34’15% (14) 26’85% (11) 17% (7) 22% (9) 41 
nº fagos distintos 31% (9) 34’5% (10) 20’7% (6) 13’8% (4) 29 
Diversidad fágica 0’643 0’909 0’857 0’444 0’707 
Tabla. V.1.- Carácter estacional en el aislamiento de los fagos de este trabajo. La diversidad fágica 
se entiende como la relación entre el número de fagos distintos aislados frente al número total de 
aislamientos realizados en cada periodo. 
 Si nos fijamos en las fechas en las que estos aislamientos fueron realizados se 
pudo inferir un cierto carácter estacional (Fig. V.1). La mayoría de los distintos 
bacteriófagos analizados en el presente trabajo (65’5%) fueron aislados en los primeros 6 
meses del año, entre Enero y Junio (invierno y primavera), mientras que en el resto del 
año el número de aislamientos se reducían (verano y otoño). Recopilando los datos de los 
aislamientos y las fechas en las que éstos tuvieron lugar, se pudo apreciar cierta tendencia 
anual del número total de aislamientos (barras color Burdeos, Fig. V.1.), con una 
considerable disminución de los mismos en los meses estivales. Sin embargo, si no 
tenemos en cuenta el número global de aislamientos y nos fijamos en el número de fagos 
distintos aislados (barras azules, Fig. V.1), esta tendencia anual se invierte. El mayor 
número de virus distintos se detectan en la primavera, mientras que en el otoño disminuye 
pero el número de brotes producidos por un mismo bacteriófago aumentan 
considerablemente, se podría decir que la “diversidad fágica” disminuye. En la primavera 
y el verano ésta era mayor por lo que la relación entre el número de aislamientos y el 
número de fagos distintos tendía a coincidir (primavera: 10/11, verano: 6/7). 
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Fig. V.1.- Relación de aislamientos fágicos con el régimen de precipitaciones anuales. Se muestra 
la comparación de las tendencias del nº de aislamientos (Barras color Burdeos) y el nº fagos 
distintos aislados (Barras azúles), frente al índice anual de precipitaciones (Línea amarilla). 
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 Viendo que los aislamientos fágicos muestran ésta tendencia estacional, pensamos 
en relacionarlos con alguna característica climatológica local. Así, tras estudiar los datos 
climatológicos de los 5 últimos años del Principado de Asturias del Instituto Nacional de 
Meteorología (INM, http://www.inm.es), se pudo ver que la tendencia anual del número 
total de aislamientos fágicos seguía un patrón similar al de las precipitaciones anuales en 
el mismo periodo de tiempo (línea amarilla, Fig. V.1). Se podría inferir que la dispersión 
de este tipo de virus se ve favorecida cuando el régimen de lluvias aumenta (otoño e 
invierno). Este aumento en las precipitaciones hace que la facilidad de dispersión de los 
fagos sea mayor, por lo que el número de aislamientos aumenta, pero disminuye la 
diversidad fágica, es decir los brotes producidos por el mismo fago se multiplican  
(otoño: 4/9, invierno: 9/14). Mientras que en los meses de la primavera y el verano, en los 
que se produce el estiaje, la diversidad aumenta. 
V.2.- Caracterización fágica. 
 El estudio de los datos de caracterización de los virus de este trabajo nos reveló 
que estaban dentro del rango de características normales que definen a los bacteriófagos 
que tienen a S. thermophilus como hospedador. Como ya se observó con anterioridad 
(Ackermann, 2006) el 95’2% fagos del género Streptococcus pertenecen a la familia 
Siphoviridae. Todos los fagos observados por microscopía electrónica poseen cápsidas 
icosaédricas, con colas flexibles no contráctiles más o menos largas, características que 
también los clasifican dentro de la familia Siphoviridae (Resultados, IV.3.2) hasta la 
fecha no se ha aislado ningún fago que infecte S. thermophilus y no pertenezca a esta 
familia (Binetti et al., 2005; Quiberoni et al., 2006). También se observó que estos 
bacteriófagos tienen tendencia a agruparse por la cola (Brüssow et al., 1998). Esta 
configuración les podría conferir algún tipo de protección frente al medio externo       
(Fig. IV.4). 
 Desafortunadamente, en el presente trabajo no se consiguió aislar ningún fago 
atemperado, aunque este hecho no es sorprendente, ya que a diferencia de otras BAL, el 
porcentaje de bacteriófagos de S. thermophilus avirulentos es bajo (Brüssow y Brutin, 
1995; Le Marrec et al., 1997). El aislamiento de este tipo de fagos hubiera permitido 
desarrollar útiles herramientas genéticas, como por ejemplo un sistema de estabilización, 
para la clonación de genes en el cromosoma de S. thermophilus basado en el gen de la 
integrasa y el sitio attP presentes en los fagos atemperados (Martín et al., 2000). 
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 Se pudo comprobar que los fagos aislados presentaban un estrecho rango de 
hospedador (1 a 3 cepas, Tabla IV.3). Cabe destacar además, que para la mayoría de los 
fagos que podían infectar más de una cepa, éstas provenían de fermentos industriales. 
Esto nos hace sospechar que, todas ellas podrían ser en realidad la misma, teniendo en 
cuenta la baja disponibilidad de cepas con aptitudes tecnológicas deseables y el 
secretismo de las empresas elaboradoras de cultivos iniciadores y ello, a pesar de 
provenir de países tan distantes como España y Argentina. Si fuese así, el rango de 
hospedador de estos fagos sería aún más estrecho (Binetti et al., 2005).  
 El genoma de estos virus está constituido por una molécula de DNA de doble 
cadena que oscila entre 33’46−45’52 Kb, acorde a lo observado con anterioridad 
(Brüssow et al., 1998). Se decidió aplicar la técnica de PFGE, debido a que el tamaño 
esperado de los DNA fágicos era demasiado grande para obtener resultados fiables en una 
electroforesis convencional. También se ha podido comprobar que los fagos que utilizan 
sitios pac para empaquetar su genoma al interior de las cápsidas, poseen un DNA mayor 
(43’96−45’52 Kb) que el de los fagos de tipo cos (33’46−39’19 Kb). Esto podría deberse 
al propio sistema de empaquetamiento de este tipo de bacteriófagos, en los que la mayor 
capacidad de las cabezas permite empaquetar un DNA un poco más largo que el genoma 
completo del fago, presentando redundancia terminal (Introducción, Fig. I.8). Entre los 3 
fagos tipo pac de S. thermophilus secuenciados completamente (2972, Sfi11, O1205), 
sólo se encuentra una excepción a esta afirmación, el fago 2972, cuyo tamaño genómico 
es de 34’7 Kb, y constituye el menor de los bacteriófagos de S. thermophilus analizados 
hasta la fecha (Lévesque et al., 2005). En contraposición, el mayor de los genomas 
pertenecientes a los fagos tipo cos, sería el del fago atemperado Sfi21 (40’74 Kb). 
 En cuanto al perfil de restricción de los fagos, se comprobó que constituye una 
útil herramienta a la hora de diferenciarlos entre sí. Además, la comparación de los 
patrones de restricción, permitió establecer una serie de grupos filogenéticamente 
relacionados (Fig. IV.7). Sin embargo, estas agrupaciones no son de gran utilidad, ya 
que, no se pueden relacionar con otras características generales, como el rango de 
hospedador o el sistema de empaquetamiento. Los perfiles de restricción también nos 
ayudaron a determinar si los fagos presentaban extremos cohesivos (cos). En estos fagos 
se comprueba, tras el tratamiento del DNA con ligasa, la desaparición de las dos bandas 
portadoras de los extremos cohesivos y la aparición de una banda de mayor tamaño, 
resultado de la suma de las anteriores (Fig. IV.8). En caso de no observar ningún cambio 
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en la movilidad de las bandas se asume que el sistema de empaquetamiento se realiza 
mediante sitios pac (Neve et al., 2003). En los virus del presente estudio, sólo φipla03, 
φipla13, φipla21, φipla120 y φipla121 carecían de extremos cohesivos (17’86%), 
clasificándolos como fagos tipo pac. El resto de los fagos aislados (82’14%) presentaban 
diferencias significativas entre los perfiles de restricción tratados con ligasa y los no 
tratados, identificándose los extremos cohesivos. El caso más dudoso lo constituyó el 
fago φipla110 (calles 22 y 23, Fig. IV.8), debido a que una de las bandas que desaparecen 
del perfil ligado, es de tan sólo 1 Kb y se suma a la banda de mayor tamaño, cuyo cambio 
de movilidad era difícilmente apreciable. 
 Según el perfil proteico, los fagos de S. thermophilus se clasifican en dos grupos. 
Un grupo en el que se incluyen la mayoría de los fagos aislados en este trabajo (82’14%), 
que contienen 2 proteínas estructurales mayoritarias y un segundo grupo formado por 
aquellos que muestran 3 proteínas estructurales mayoritarias en su perfil proteico 
(17’86%). Le Marrec et al. (1997) establecieron una estricta correlación entre estos dos 
grupos y el mecanismo de empaquetamiento utilizado (cos/pac). De acuerdo a esta 
observación, se comprobó que los bacteriófagos que no presentaron extremos cohesivos, 
es decir φipla03, φipla13, φipla21, φipla120 y φipla121, presentaban 3 proteínas 
estructurales mayoritarias (Fig. IV.9), mientras que el resto de fagos, en los que se 
comprobó la presencia de extremos cohesivos, sólo presentaban 2 proteínas en su perfil 
proteico.  
 Los orígenes de replicación, que presentan los fagos analizados, se adaptaron 
mejor al sistema de clasificación propuesto por Stanley et al. (2000), que divide los 
bacteriófagos de S. thermophilus en tres grupos (Resultados, IV.3.7). Los virus aislados 
en este trabajo se repartieron casi al 50% en los dos primeros grupos; un 55’17% se 
encuadraría en el Grupo I, con un origen de replicación más parecido a los fagos de 
referencia φO1205 y φSfi21; y un 44’83% se encuadraría en el Grupo II, más parecido al 
fago φ7201 (Stanley et al., 2000), que presenta una duplicación en su origen de 
replicación. Sólo se encontraron dos fagos dudosos, φipla02 y φipla11, para los que no se 
obtuvo una señal de hibridación clara, aunque los análisis por PCR (Tabla IV.4) los 
clasifican en el Grupo I. Para comprobar este resultado, se deberían secuenciar los 
orígenes de replicación y comparar con aquellos disponibles en las bases de datos. 
 En el año 2001, Duplessis y Moineau caracterizaron la orf18 de seis fagos de                   
S. thermophilus y vieron que la región variable VR2, incluida en este gen era la que 
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determinaba el rango de hospedador. Al intercambiar las regiones VR2 de dos fagos 
distintos (DT1 y MD4), con distintos rangos de hospedador, observaron que éstos 
también se intercambiaban. Posteriormente, se comprobó en nuestro laboratorio (Binetti 
et al., 2005) que fagos con altos niveles de similitud de la secuencia VR2, se 
correspondían con similares rangos de hospedador, estableciendo así una clasificación 
genética que reflejaba el rango de hospedador. Al estudiar los rangos de hospedador de 
los virus de aislados en esta Tesis y comparar las secuencias VR2, pudimos observar una 
relación similar, dando lugar a 6 VR2−grupos con altos porcentajes de similitud, 
directamente relacionados con el rango de hospedador (Fig. IV.15). La posible aplicación 
de este estudio a la industria láctea nos permitiría establecer sistemas racionales de 
rotación de cultivos iniciadores, en función de los fagos detectados y no de forma 
aleatoria o secuencial como se vienen realizando en la actualidad (Tabla IV.6). La 
secuenciación de la región VR2 de los fagos problemáticos, permitiría su clasificación en 
uno de los grupos tipo propuestos y de esta forma se podría conocer las cepas de S. 
thermophilus resistentes al virus detectado. Como se puede comprobar en la tabla IV.6 
existen cepas de S. thermophilus resistentes a todos los bacteriófagos aislados a lo largo 
de este estudio, pero cabe destacar que su uso indiscriminado favorecería la aparición de 
algún fago infectivo de las mismas, por lo que no se debe considerar como la solución 
definitiva. 
V.3.- Sistemas de detección de bacteriófagos. 
Cuando se detecta algún problema en las fermentaciones industriales de la leche,  
se suele comprobar la presencia de bacteriófagos aplicando técnicas microbiológicas 
clásicas como ensayos de actividad, virajes de color con un indicador de pH, mediciones 
del cambio en la conductancia de la leche o ensayos en placa (Svensson y Christiansson, 
1991). Los métodos de detección basados en variaciones en el pH o en la producción de 
ácido, no demuestran fehacientemente la presencia de fagos en las fermentaciones 
industriales, ya que la inhibición del crecimiento de los fermentos puede deberse a otras 
causas como la presencia de antibióticos, bacteriocinas o restos de antisépticos de 
limpieza. Los ensayos en placa son muy sensibles y cuantificables, pero consumen 
mucho tiempo (1–2 días) y se tienen que realizar con cultivos puros, teniendo que realizar 
un ensayo para cada cepa de las que componen el fermento, lo que limita su utilización a 
escala industrial. Las industrias lácteas requieren y demandan métodos más rápidos y 
fiables, que puedan ser aplicados a un gran número de muestras al mismo tiempo. 
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Con el desarrollo de nuevas técnicas inmunológicas se comenzaron a diseñar 
nuevos ensayos ELISA para detectar específicamente los fagos de Lc. lactis de las 
familias 936, P335 y C2, (Lembke y Teuber 1979; Moineau et al., 1993; Chibani et al., 
1998, respectivamente) causantes de la mayoría de problemas en las elaboraciones de 
quesos. La alta especificidad propia de esta técnica es un importante punto a favor, 
aunque también es un punto crítico, ya que hace que se tengan que desarrollar anticuerpos 
específicos frente a cada fago presente en la muestra. Además, los límites de detección 
observados fueron de 107–108 PFU ml-1, al menos dos órdenes de magnitud por encima del 
título considerado de riesgo para la industria o título umbral (105 PFU ml-1. Neve et al., 
1991). En paralelo, también se fueron desarrollando ensayos de hibridación con sondas 
de DNA con los que se consiguió disminuir el límite de detección a 106 PFU ml-1 
(Moineau et al., 1993). Pero la técnica que tiende a imponerse en los últimos años, debido 
a su simplicidad, y sensibilidad es la PCR, con la que se pueden alcanzar límites de 
detección menores (103–104 PFU ml-1), además de poder detectar más de una especie 
vírica en una misma reacción (PCR múltiple) (Labrie y Moineau, 2000) y reducir los 
tiempos de espera a tan solo unas pocas horas (3–4 horas).  
V.3.1.- Sistema de detección de fagos de S. thermophilus en leche. 
 El sistema de detección por PCR de bacteriófagos de S. thermophilus en leche, 
basado en la utilización de los oligonucleótidos cebadores Host1/1B−Host5 de la región 
variable VR2 de los fagos de S. thermophilus (Resultados, IV.4), se ha revelado como 
una útil herramienta. Las empresas lácteas reciben grandes cantidades de leche 
diariamente, que ha de ser procesadas casi inmediatamente. La detección de bacteriófagos 
por PCR se lleva a cabo en tan sólo unas pocas horas, pudiendo decidir con prontitud, el 
destino final de la leche (leche UHT, elaboración de yogur o queso, leche en polvo o 
mantequilla). El  análisis se lleva a cabo directamente con muestras de leche sin tener que 
realizar ningún tipo de enriquecimiento u obtención de DNA, lo que agiliza aún más todo 
el proceso. Por otro lado, otra ventaja observada fue la sensibilidad del método, que se 
fijo en 104 PFU ml-1, es decir diez veces por debajo del umbral de 105 PFU ml-1 (Neve et 
al., 1991. Introducción, I.4). 
 El estudio por PCR (Host1/1B−Host5) de casi 400 muestras industriales (393), 
reveló un porcentaje de detección de bacteriófagos del 31% (122 muestras positivas), de 
las que en tan sólo 43 pudimos aislar fagos con las cepas ensayadas. El resto de muestras 
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positivas demuestra que se pueden detectar fagos, difícilmente detectables por métodos 
microbiológicos clásicos, debido al estrecho rango de hospedador que presentan estos 
virus. Desde un punto de vista global, estos datos revelan que los fagos siguen siendo el 
principal problema de fallos o retrasos en las fermentaciones lácteas industriales, como ya 
pusieran de manifiesto Whitehead y Cox en 1935. Mientras no se desarrollen métodos 
para la eliminación de los bacteriófagos, la detección y el seguimiento de los mismos a lo 
largo del proceso de fermentación juega un importante papel (Sturino y Klaenhammer, 
2006). 
 Otro importante beneficio de este sistema de detección por PCR es, como ya 
comentamos en el apartado anterior (V.2), la relación directa que existe entre la secuencia 
de nucleótidos de los amplicones obtenidos y el rango de hospedador del bacteriófago. En 
el caso de las muestras en las que se detectaron virus pero que no pudieron ser aislados, la 
secuenciación de los amplicones permite determinar que cepas de S. thermophilus son 
resistentes al fago detectado y serían recomendables para usar como iniciadores. Por lo 
tanto, este método permite desarrollar sistemas de rotación de cultivos iniciadores de 
forma racional y de esta forma solucionar, en un corto periodo de tiempo, infecciones 
recurrentes de fagos problemáticos.  
V.3.2.- Sistema de PCR múltiple para la detección de fagos 
alterantes en la Industria Láctea. 
 Una vez que disponíamos de un método sencillo para la detección de 
bacteriófagos de S. thermophilus, y basándonos en trabajos previos de Labrie y Moineau 
(2000) en los que diseñaban una PCR múltiple para la detección de fagos de Lc. lactis, 
pensamos desarrollar un sistema de detección de bacteriófagos mediante el uso de la PCR 
múltiple a partir de muestras de leche o de derivados de su fermentación, de forma que en 
una única reacción se pudieran detectar e identificar rápida y eficazmente, fagos de las 
tres especies bacterianas que componen los iniciadores más utilizados en la industria 
láctea: Lc. lactis, S. thermophilus y Lb. delbrueckii. 
 Así, se diseñaron 5 parejas de oligonucleótidos cebadores, una para los fagos de  
Lb. delbrueckii, otra para los de S. thermophilus y tres para los tres tipos de fagos de Lc. 
lactis, que dan lugar a amplicones específicos de distinto peso molecular (Fig. IV.22). 
Por lo que la simple observación mediante electroforesis en geles de agarosa del 
amplicón o amplicones obtenidos permite identificar la familia a la que pertenece el 
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bacteriófago y la especie bacteriana afectada. Todo ello en una única reacción lo que 
implica un gran ahorro en cuanto al trabajo y tiempo (3–4 horas). En este caso, se puede 
decidir el destino final de la leche mejor que en el apartado anterior (V.3.1), eligiendo 
aquellos procesos de elaboración en los que se evite poner en contacto los fermentos 
utilizados con sus fagos específicos. Así, si en una leche se detecta la presencia de 
bacteriófagos de S. thermophilus o Lb. delbrueckii, se podría destinar a la elaboración de 
quesos en los que estos fermentos no estén presentes, por ejemplo Cabrales o Manchego, 
y no a la elaboración de yogures, en los que estas especies bacterianas constituyen los 
fermentos utilizados.  
 Como en el caso anterior (V.3.1) los límites de detección se establecieron por 
debajo del umbral perjudicial, en torno a 103–104 PFU ml-1. En las reacciones sólo se 
añade 1 μl de muestra por lo que el límite de detección por reacción es de 1–10 PFU. Se 
puede considerar, por lo tanto, que este sistema de PCR múltiple para la detección de 
bacteriófagos en leche es una útil herramienta de prevención. 
V.3.3.- Sistema de qPCR para la detección y cuantificación de 
fagos de S. thermophilus en leche. 
 La técnica de amplificación de DNA mediante PCR convencional, diseñada por 
Mullis (1987) revolucionó la biología molecular y se aplicó en campos tan diversos como 
la microbiología, genética, oncología, ciencia forense e incluso arqueología. Sin embargo, 
la última gran revolución en los métodos de detección microbiana ha sido el desarrollo de 
la PCR cuantitativa en tiempo real. La qPCR es un método altamente sensible y 
específico para la detección y cuantificación de secuencias nucleotídicas. Se ha descrito 
que el uso de la PCR para detectar partículas fágicas es tan sensible como los métodos 
tradicionales de ensayo en placa (Broyles et al., 2002), la qPCR es incluso más sensible y 
específica, debido a la utilización de sondas fluorescentes (3 oligonucleótidos). Otra 
ventaja de la qPCR es el corto periodo de tiempo en el que se obtienen los resultados     
(30 minutos en el caso de los últimos métodos de fast qPCR) y sin tener que realizar 
manipulaciones posteriores. Además, en los nuevos sistemas de qPCR se pueden utilizar 
diferentes fluorocromos para detectar y cuantificar más de una diana en la misma 
reacción (qPCR múltiple), lo que reduce aún más el tiempo consumido y minimiza los 
costes. 
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 En este trabajo, la aplicación de esta técnica en el desarrollo de nuevos sistemas 
de detección, nos permitió determinar y cuantificar la presencia en leche de fagos de        
S. thermophilus en tan sólo 30 minutos, además de clasificarlos atendiendo al sistema de 
empaquetamiento que utilizan (cos/pac). A la vista de los resultados se pudo establecer 
una buena correlación lineal entre el número de partículas fágicas presentes en la leche y 
el ciclo de la reacción de qPCR en el que la fluorescencia sobrepasa el valor umbral (CT). 
Así pues, mediante la elaboración de rectas patrón usando diluciones de concentración 
conocida de los plásmidos pEM212 y pEM213, se podía determinar el título de una 
suspensión fágica, con un considerable ahorro de tiempo. El experimento tan sólo dura 30 
minutos frente a las horas o días que tardan los métodos de titulación tradicionales 
mediante el ensayo en placa. Así mismo, la utilización de 2 sistemas de detección con dos 
fluoróforos distintos permite en una única amplificación detectar y clasificar, atendiendo 
al sistema de empaquetamiento (cos/pac) los fagos de S. thermophilus. Esto reduce 
extraordinariamente el tiempo de caracterización de los fagos, ya que para la 
caracterización tradicional de los sistemas de empaquetamiento mediante, determinación 
de extremos cohesivos (IV.3.4) o perfiles proteicos (IV.3.5), se necesitan varios días de 
trabajo de personal altamente cualificado.  
 Todos los fagos pac aislados en este trabajo (φipla03, φipla13, φipla21, φipla120 y 
φipla121) infectan exclusivamente la cepa IPLA10094 por lo que en el supuesto de 
detectar un fago tipo pac, la primera medida a tomar sería la eliminación de esta cepa de 
la rotación de los fermentos utilizados para la elaboración del yogur. Después se trataría 
de aislar el fago con ella, observaciones previas (Quiberoni et al., 2006) describieron que 
las cepas de S. thermophilus utilizadas como iniciadores de la fermentación en la 
elaboración de quesos y yogures, raramente eran infectadas por fagos de ambos tipos 
(cos/pac). Al mismo tiempo se realizaría la amplificación por PCR convencional de la 
región variable VR2, por si acaso no infectara dicha cepa. Una vez aislado se 
caracterizaría mediante las técnicas convencionales descritas al comienzo de este trabajo.  
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VI.- CONCLUSIONES. 
 
1.− Se han aislado 28 bacteriófagos capaces de infectar a Streptococcus 
thermophilus. Todos ellos virulentos y con morfología típica de la familia 
Siphoviridae.  
2.− El genoma de los virus aislados está constituido por una molécula de DNA de 
cadena doble que presenta extremos cohesivos en 23 de ellos y redundancia 
terminal en los otros cinco. El tamaño del genoma oscila entre 33’46 Kb del fago 
de φipla124 y las 45’52 Kb de φipla120. Los fagos de tipo pac poseen genomas 
mayores que los fagos de tipo cos. 
3.− Se ha comprobado que existe relación entre el sistema de empaquetamiento 
(cos o pac) y el número de proteínas estructurales mayoritarias de dichos virus. 
Los 23 fagos tipo cos presentan en su perfil proteico 2 proteínas estructurales 
mayoritarias mientras que los fagos tipo pac tienen 3. 
4.− Los orígenes de replicación que presentan los fagos analizados en este trabajo 
se adaptan a la clasificación propuesta por Stanley et al. (2000). El 55’2% de los 
fagos pertenecen al Grupo I y el 44’8% pertenecen al Grupo II. Ningún 
bacteriófago de los aislados en este trabajo se encuadró en el Grupo III. 
5.− El análisis de las secuencias de la región variable VR2 de los fagos aislados, 
reveló la existencia de una relación directa entre la secuencia nucleotídica de la 
misma y el rango de hospedador de los fagos. Esta relación podría aplicarse en la 
industria láctea para desarrollar sistemas racionales de rotación de cultivos 
iniciadores. 
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6.− Se desarrolló un sistema de PCR para la detección de fagos que infectan         
S. thermophilus en leche, basado en la secuencia de la región variable VR2 del gen 
orf18, que determina el rango de hospedador de los fagos. 
7.− Se desarrolló un sistema de PCR múltiple que en una única reacción permite 
detectar e identificar, a partir de muestras de leche o de derivados de su 
fermentación, fagos de las tres especies bacterianas que componen los iniciadores 
más utilizados en la industria láctea: Lc. lactis, S. thermophilus y Lb. delbrueckii.  
8.− Se desarrolló un sistema de PCR cuantitativa en tiempo real para la detección 
de bacteriófagos de S. thermophilus y su clasificación según el sistema de 
empaquetamiento utilizado (cos o pac), a partir de muestras de leche o yogur. 
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Anexo I.- 
 Alineamientos de secuencias nucleótidicas para el diseño de oligonucleótidos 
cebadores del sistema de detección de bacteriófagos de S. thermophilus por PCR 
convencional y del sistema de PCR múltiple para la detección de fagos de las especies:   
S. thermophilus, Lc. lactis y Lb. delbrueckii. 
Alineamiento para el diseño de los cebadores Host1 y Host5 de S. thermophilus. 
MD2 CTTACCAACTTCTTCAAAGAAGACAGCACAAATCCAGCAGATTATACATGGAATGATACT  60 
Sfi21 CTTACCAACTTCTTCAAAGAAGACAGCACAAATCCAGCAGATTATACATGGAATGATACT  60 
Sfi19 CTTACCAACTTCTTCAAAGAAGACAGCACAAATCCAGCAGATTATACATGGAATGATACT  60 
DT1 TACACCGATTTCAATCAGGCGGGCAGCACTAACCCAGCTGATTATACTTGGAGTGACACG  60 
Q5 CTTACCAACTTCTTCAAAGAAGACAGTACTAATCCAGAAGATTATACTTGGAATGACACG  60 
MD2 GCTGGAAGTATTTCGGTTGGCGGTCGGAACTTACTTGTAAAA--ACCAATC----AAGGT 114 
Sfi21 GCTGGAAGTATTTCGGTTGGCGGTCGGAACTTACTTGTAAAA--ACCAATC----AAGGT 114 
Sfi19 GCTGGAAGTATTTCGGTTGGCGGTCGGAACTTACTTGTAAAA--ACCAATC----AAGGT 114 
DT1 GCTGGCAGTGTTTCGGTTGGTGGTGATAATTTAATCACTAACTCATCTTTCCCAAAAAAT 120 
Q5 GCGGGTAGTATATCTGTTGGTGGTAGGAATCTATTGA-------AAGGTTCG--A-AA-- 108 
MD2 ATTACTAATTGGGATTGG-ACGATGTCGAATGG--TGACAAGAGCGTTGAAGAAGTCAAT 171 
Sfi21 ATTACTAATTGGGATTGG-ACGATGTCGAATGG--TGACAAGAGCGTTGAAGAAGTCAAT 171 
Sfi19 ATTACTAATTGGGATTGG-ACGATGTCGAATGG--TGACAAGAGCGTTGAAGAAGTCAAT 171 
DT1 CTTGACAATTGGGGATATTGGGAAGCTGGATCGCCTAATGAAAATCTTCATATAG-CAAC 179 
Q5 ----------GG--ACCTTTTAAACCTG----ACC----GTAAACCTACAGATT-TTGAT 147 
MD2 ATCGATGGT-ATTCGTGCTGTTAAATTAACC----AAAGGTACAAAAACAGCA---AATA 223 
Sfi21 ATCGATGGT-ATTCGTGCTGTTAAATTAACC----AAAGGTACAAAAACAGCA---AATA 223 
Sfi19 ATCGATGGT-ATTCGTGCTGTTAAATTAACC----AAAGGTACAAAAACAGCA---AATA 223 
DT1 AC--ATGGTTTTTATTACAATGGCACAAGA-----ACACTTTTTAGACTAGATTGTGATA 232 
Q5 A---ATTACGTTTATTA---TG--AAAATG-----AAACTTCT--GTCTAT-TTAGAACA 191 
MD2 CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG--TAAAC-TCATAC-GACCAAA 278 
Sfi21 CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG--TAAAC-TCATAC-GACCAAA 278 
Sfi19 CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG--TAAAC-TCATAC-GACCAAA 278 
DT1 ATAGTTACGGGGTTCCTGCAGCATCAAGACGTTTTCCAGTTAAACGTAACACTGATTATT 292 
Q5 AGGAAAACAATATATCATCAGTGCCAAAAC-------AGATG---GTAATTTTACTAAAT 241 
MD2 CACACAGTACACTCTTTCGT--TTGATGT-AAAACCAAGTGTTGATGTAAGTTTTTCAG- 334 
Sfi21 CACACAGTACACTCTTTCGT--TTGATGT-AAAACCAAGTGTTGATGTAAGTTTTTCAG- 334 
Sfi19 CACACAGTACACTCTTTCGT--TTGATGT-AAAACCAAGTGTTGATGTAAGTTTTTCAG- 334 
DT1 CTCTCAATATTCAGATGTTT-GCAACTGAAAACATCAAAGGTGTAAATATCTATTTCCTC 351 
Q5 GGCACAA----CGGAGGAATCGAAAGTGACAATATCACAC-TCTGGTTATTTCGTTTCTG 296 
MD2 CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGCTGAATTGA--CTGATACTGTCCTTATGAATAA 392 
Sfi21 CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGCTGAATTGA--CTGATACTGTCCTTATGAATAA 392 
Sfi19 CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGCTGAATTGA--CTGATACTGTCCTTATGAATAA 392 
DT1 GGGCGCAAGTCAAATGAAACTAACGAGATG--TTTA--CTAAAGCAGTTAATAT---CAA 404 
Q5 GGATGTGGTTGACAT-------------TG--TTT---------CTGAT----T------ 322 
MD2 AGCTT-TGGCAAATCAATGGA-----CTAAAGTATCATGTGTTCTGACAAGTAAAGAAAC 446 
Sfi21 AGCTT-TGGCAAATCAATGGA-----CTAAAGTATCATGTGTTCTGACAAGTAAAGAAAC 446 
Sfi19 AGCTT-TGGCAAATCAATGGA-----CTAAAGTATCATGTGTTCTGACAAGTAAAGAAAC 446 
DT1 ACATTTGGAAAAATCGCCGTCAACGACTGA--TGTCGTGAAGTTCCAC---TTCA-CATT 458 
Q5 ---------CAAATACAGGTA-----CTACAGGAACG--CAGT-TTACTTGGAAT--CAT 363 
MD2 GTTATCAGGTGATTTAAATCAAG---TTG-TCTACTTGGCAGGTATGCC—AACAACAAAC 501 
Sfi21 GTTATCAGGTGATTTAAATCAAG---TTG-TCTACTTGGCAGGTATGCC-AACAACAAAC 501 
Sfi19 GTTATCAGGTGATTTAAATCAAG---TTG-TCTACTTGGCAGGTATGCC-AACAACAAAC 501 
DT1 TAATTCTGGTGAATGTGATGAAGGTTTCATCCGAGTTGACAACTATGG--AGCGACTTAC 516 
Q5 CCGA-CAGGTACATATCATCTAC---GTG-TAAA---TACATAT-CATAAAACAGCAATC 414 
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MD2 GGTAA---TTGGTTAATAATCAAGAATATCAAGCTAGAAGAAGGTAATATAC-------- 550 
Sfi21 GGTAA---TTGGTTAATAATCAAGAATATCAAGCTAGAAGAAGGTAATATAC-------- 550 
Sfi19 GGTAA---TTGGTTAATAATCAAGAATATCAAGCTAGAAGAAGGTAATATAC-------- 550 
DT1 GGAACGTCTTCGCTATTCTTCACAGAGCTAGACTGCTATGAGGGTACTACTG-------- 568 
Q5 A--AA---TCTGTTTGGGAA-------GTGAAGATTGAAGAAGGGACAATC--------- 453 
MD2 --CTACTCCATG-----GACACCAGCCATCG-AGGACATACAAGAAGAGATTGATTCCAA 602 
Sfi21 --CTACTCCATG-----GACACCAGCCATCG-AGGACATACAAGAAGAGATTGATTCCAA 602 
Sfi19 --CTACTCCATG-----GACACCAGCCATCG-AGGACATACAAGAAGAGATTGATTCCAA 602 
DT1 --ATAGATCGTG------GCAAGCGTCACCGGAAGACTTAAAGGACGAGATAGACACTAA 620 
Q5 -AAAACTGATTG-----GACACCCGCCATCG-AGGATATACAAGATGAAATTGATTCCAA 506 
MD2 AGCCGATGATGTCCTTACGCAAGCACAACTCAACAAGCTGAATGAAATGAATTCTATTGT 662 
Sfi21 AGCCGATGATGTCCTTACGCAAGCACAACTCAACAAGCTGAATGAAATGAATTCTATTGT 662 
Sfi19 AGCCGATGATGTCCTTACGCAAGCACAACTCAACAAGCTGAATGAAATAAATTCTATTGT 662 
DT1 AGCTGACAATGCATTAACGCAGGCTCAGCTTAATAAATTAAGTGAAATTAATTCGGTGAT 680 
Q5 AGCCGATGATGCTATGACGATTGAACAGATTAATGCGCTTAATGAAAGGGCTGGAATCAT 566 
MD2 TAAAGCTGAACTTGCTGCTAAAGCCTCACTTGATACACTTGACCAATGGAAGCAAGCCTA 722 
Sfi21 TAAAGCTGAACTTGCTGCTAAAGCCTCACTTGATACACTTGACCAATGGAAGCAAGCCTA 722 
Sfi19 TAAAGCTGAACTTGCTGCTAAAGCCTCACTTGATACACTTGACCAATGGAAGCAAGCCTA 722 
DT1 GAAAGCAGAGCTCGAAGCAAAAGCATCCCTTGCCACTATTAATCAATGGATTAAGGCTTA 740 
Q5 TAAAGCAGAGATGGAAGCCAAAGCAAGCGCTGAAATTTTGAATAACTGGATTAAAAATTA 626 
MD2 TCAAGATTTCGTTAACGCAAACAATGCCAATCGTGCACAAGCTGAAAAAGATTTAGCTGA 782 
Sfi21 TCAAGATCTCGTTAACGCAAACAATGCCAATCGTGCACAAGCTGAAAAAGATTTAGCTGA 782 
Sfi19 TCAAGATTTCGTTAACGCAAACAATGCCAATCGTGCACAAGCTGAAAAAGATTTAGCTGA 782 
DT1 TCAAGATTTTGTTAATGCAAACAGCGCAGATCGCGCACAAGCTCAAAAGGCTTTGGCAGA 800 
Q5 CCAAGATTTCGTTAAGGCAAACGAGACCGAGAGAGCTGCAGCCGAGAAAGCTTTGATTAG 686 
MD2 TGCAAGTGCTCGTGTAACCAAACTAGAAAACGACTTAAATGATATGTCAGAACGTTGGAA 842 
Sfi21 TGCAAGTGCTCGTGTAACCAAACTAGAAAACGACTTAAATGATATGTCAGAACGTTGGAA 842 
Sfi19 TGCAAGTGCTCGTGTAACCAAACTAGAAAACGACTTAAATGATATGTCAGAACGTTGGAA 842 
DT1 TGCCAGTGCACGAGTAGTGAAACTAGAAAATAACTTAAACGATATGTCAGAGCGTTGGAA 860 
Q5 TTCAAGTCAGCGGGTATCAACCATTGCTAAGGAATTAGGTGAACTGTCTGATCATTGGAA 746 
MD2 TTTCATCGATAGCTACATGACTGCATCAAACGAGGGTCTTGTTGTTGGTAAAACTGATAA 902 
Sfi21 TTTCATCGATAGCTACATGACTGCATCAAACGAGGGTCTTGTTGTTGGTAAAACTGATAA 902 
Sfi19 TTTCATCGATAGCTACATGACTGCATCAAACGAGGGTCTTGTTGTTGGTAAAACTGATAA 902 
DT1 TTTTATCGATAACTACATGGCAGCATCAAATGATGGTTTGGTTATCGGGAAGAAAGATAA 920 
Q5 TTTCATCGATACTTACATGAACTCATCAAATGATGGGCTTGTGATTGGAAAGAATG---A 803 
Alineamiento para el diseño del cebador Host1B de S. thermophilus. 
ipla04  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla10  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60  
ipla12  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla14  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60  
ipla15  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla16  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla17  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla18  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla19  TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla122 TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla123 TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla127 TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
ipla129 TCGAGATTACACTTGGAGTCTGATACGAGGAAACGACGGGAAGGATGGAGCAAATGGTGG 60 
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Alineamiento para el diseño de los cebadores Lb1 y Lb2 de Lb. delbrueckii. 
mv4 AACCCGAAGGGGGCCAAGCAGGTGGACAGCTCCAGGGCTAACCACCTCTACACTCATGCC 60 
mv1 AACCG-AAGGGGGCCAAGCAGGTGGACAGCTCCAGGGCTAACCACCTCTACACTCATGCC 59 
LL-H AACCCCAAGGCGTCAAAGCAGGTGGACAGCTCCCGGGCTAACCACCTCTACACTCACGCC 60 
mv4 TACCATTTCGCGCG-TTTTGGCTCATCTGTTAGCCGCGCCAAAAAAGAAGCGGCTTACTT 119 
mv1 TACCATTTCGCGCAGTTTTGGCTCATCTGTTAGCCGCGCCAAAAAAGAAGCGGCTTACTT 119 
LL-H TACCACTTTGCGCGGTTTGG-ATCCTCTGTCAGCCAGGCCAAAAAGGAAGCGACCTACTT 119 
mv4 CCTTAAGGAAGCCAAGAAGCAAGACATTAGCAAGAAACGGATGCTTTGGCTAGACTGGGA 179 
mv1 CCTTAAGGAAGCCAAGAAGCAAGACATTAGCAAGAAACGGATGCTTTGGCTAGACTGGGA 179 
LL-H CATCAAGGAAGCTAAGAAGGAAGACATTAGCCAAAAGCGGATCGTTTGGCTGGACTGGGA 179 
mv4 AGCCGGTAGCGGCAATGTGGTAACTGGGTCAAAGTCATCCAACACGGCGGCAATCCTGGA 239 
mv1 AGCCGGTAGCGGCAATGTGGTAACTGGGTCAAAGTCATCCAACACGGCGGCAATCCTGGA 239 
LL-H ATCCGGTAGCGGCAACACCGTGACCGGGTCAAAAGCATCCAACACGTCGGCAATCCTGGC 239 
mv4 CTTTATGGACGCGATTAAAGCCGCAGGCTGGCGGCCGGGTCTCTATAGCGGTGCATCCCT 299 
mv1 CTTTATGGACGCGATTAAAGCCGCAGGCTGGCGGCCGGGTCTCTATAGCGGTGCATCCCT 299 
LL-H ATTTATGGATGCGATTAAAGCCGCTGGCTGGCGTCCTGGGCTCTACTCTGGTGCATCCCT 299 
mv4 GATGCGGACGGCGATTGACACCAAGCAGGTGGTAAAAAAGTATGGCACCTGTCTCTGGGT 359 
mv1 GATGCGGACGGCGATTGACACCAAGCAGGTGGTAAAAAAGTATGGCACCTGTCTCTGGGT 359 
LL-H GCTGCGGACTGCCATCGACACTGCGCAGGTGGTCAAAAAGTATGGCACCTGCCTCTGGGT 359 
mv4 GGCAAGCTACCCGACCATGGCGGCAGTCTCCACGGCTGACTTTGGATACTTCCCGTCAAT 419 
mv1 GGCAAGCTACCCGACCATGGCGGCAGTCTCCACGGCTGACTTTGGATACTTCCG-TCAAT 418 
LL-H AGCTTCCTACCCTACGATGGCGGCAGTCTCATCAGCAGACTTCCGCTACTTCCCGTCTAT 419 
mv4 GGACGGGGTCGCCATCTGGCAGTTTACCAGTAACTGGCATGGCCTGGACGTAGACGGGAA 479 
mv1 GGACGGGGTCGCCATCTGGCAGTTTACCAGTAACTG-CATGGCCTGGACGTAGACGGGAA 477 
LL-H GGACGGGGTGGCTATCTGGCAGTTCACCAGCAACTGGAAGGGCCTGGGCGTAGACGGCAA 479 
mv4 CGTTGCTCTGGTTGACCTCAACAGCGAGAACAAGCCTAAAGCCGAGGTCAAGCCAAAGAC 539 
mv1 CGTTGCTCTGGTTGACCTCAACAGCGAGAACAAGCCTAAAGCCGAGGTCAAGCCAAAGAC 537 
LL-H TTTGGCACTGGTTGATCTCAACAGCGACGCTAAGCCTAAAGCAGAGGCCAAACCTAAGCC 539 
mv4 AAAGCAAAAGGCCACGGCGACTGACTTCCATGGTGTTGTCAAAGTAAAGAGCCTGGGGGC 599 
mv1 AAAGCAAAAGGCCACGGCGACTGACTTCCATGGTGTTGTCAAAGTAAAGAGCCTGGGGCT 597 
LL-H AAAGCCTAAAGCCACCTCCAATGACTTTAACCACGTTGTCAAGGTCAAGAATCTTGGCCC 599 
mv4 TAGCAAGGCCAGCTGGAAGGTTCGGCTGCTCTCAAAGGATGGCCACTACACCGAAAGCTA 659 
mv1 AG-CAAGGCCAGCTGGAAGGTTCGGCTGCTCTCAAAGGATGGCCACTACACCGAAAGCTA 656 
LL-H GGGCAAGGCCAGCTGGAAAGTCCGGTTGCTCTCAAAGGATGGTCACTACACCAACAGCTA 659 
Alineamiento para el diseño de los cebadores P335A y P335B de Lc. lactis. 
Q30   TTAAATATGGGATATTACGACACAAAAAATGAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAGT 60 
ul36A   TTAAATATGGGATATTACGACACAAAAAATGAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAGT 60 
R1T   T-AAATATGGGATATTACGACACAAAAAATGAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAGT 59 
Tuc2009 TTAATTATGGGATATTACGACACAAAAAACGAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAGT 60 
BIL285  TTAATTATGGGATATTACGACACAAGAAATGAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAGT 60 
 
Q30   CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 120 
ul36A   CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 120 
R1T   CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 119 
Tuc2009 CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 120 
BIL285  CAAAATATATCGAGTGAGCAAACCAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGACAAAGCAAGTTT 120 
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Q30   AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAGAATTAAAAAATTAGGAGAAAAAAATGGT 180 
ul36A   AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAGAATTAAAAAATTAGGAGAAAAAAATGGT 180 
R1T   AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAGAATTAAAAAATTAGGAGAAAAAAATGGT 179 
Tuc2009 AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAGAATTAAAAAATTAGGAGAAAAAAATGGT 180 
BIL285  AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAAAATTAAAAAATTAGGAGAAAAAAATGGT 180 
Q30   AGTTAAAGTCTTTGATGCTTATATTGAAGGCGAAAAAAAAGCAACCGGAACAATTGACGA 240 
ul36A   AGTTAAAGTCTTTGATGCTTATATTGAAGGCGAAAAAAAAGCAACCGGAACAATTGACGA 240 
R1T   AGTTAAAGTCTTTGATGCTTATATTGAAGGCGAAAAAAAAGCAACCGGAACAATTGACGA 239 
Tuc2009 AGTTAAAGTCTTTGATGCTTATATTGAAGGCGAAAAAAAAGCAACCGGAACAATTGACGA 240 
BIL285  AGTTAAAGTCTTTGATGCTTATATTGAAGGCGAAAAAAAAGCAACCGGAACAATTGACGA 240 
Q30   GATAGCCGATTACTTTGATCTTTCCCGCAACTCT                    274 
ul36A   GATAGCCGATTACTTTGATCTTTCCCGCAACTCT                    274 
R1T   GATAGCCGATTACTTTGATATTTCCCGCAACTCT                    273 
Tuc2009 GATAGCCGATTACTTTGATGTTTCCCGCAACTCT                    274 
BIL285  GATAGCCGATTACTTTGATATTTCCCGCACCTCT                    274 
Alineamiento para el diseño de los cebadores 936A y 936B de Lc. lactis. 
Sk1  GAGTTTACTAACCATAAAATTGTAACTGGTTTAGTATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAA 180 
P2  GAGTTTACTAACCATAAAATTGTAACTGGTTTAGTATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAA 180 
Q42  GTGTTTACTAACCATAAAATTGTAACTGGTTTAGTATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAA 180 
Bil170 GAGTTCACTAACCATAAAATTGTAACTGGTTTAGTATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAA 158 
Q7  GAGTTTTCCAACCATAAAATTGTAACTGGTTTAGTATCGGTTGGCTCAATGGAAGACCAA 180 
Sk1  GCGGAGACTAACAGCTATCCAGCTGATGATGTACCAGACCATGGAGTGAAAAAAGGAGCT 240 
P2  GCGGAGACTAACAGCTATCCAGCTGATGACGTGCCAGACCATGGAGTGAAAAAAGGTGCT 240 
Q42  GCGGAGACTAACAGCTATCCAGCTGATGATGTACCAGACCATGGAGTGAAAAAAGGAGCT 240 
Bil170 GCGGAAACTAACAGTTATCCAGCTGATGACGTACCAGACCATGGAGTGAAAAAAGGTGCT 218 
Q7  GCGGAAACTAACAGCTATCCAGCTGATGACGTGCCAGACCATGGAGTGAAAAAAGGTGCT 240 
Sk1  ACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTTATTCAAACAGACCAAGCGCTCAAAGAAGATATT 300 
P2  ACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTCATTCAAACAGACCAAGCACTTAAAGAGGATATG 300 
Q42  ACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTCATTCAAACAGACCAAGCGCTTAAAGAAGACATT 300 
Bil170 ACCTTGCTTCAAGGCGAAATGGTATTTATTCAAACAGACCAAGCACTTAAAGAAGACATT 278 
Q7  ACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTTATTCAAACAGACCAAGCACTTAAAGAAGATATC 300 
Sk1  TTAGGTCAACAAAGAACAGAAAATGGCTTGGGTTGGTCTCCTACTGGTAATTGGAAAACG 360 
P2  CTAGGGCAACAAAGAACAGAAAATGGCTTGGGTTGGTCTCCTACGGGTAACTGGAAAACT 360 
Q42  TTAGGTCAACAAAGAACAGAAAATGGCTTGGGTTGGTCTCCTACTGGTAATTGGAAAACG 360 
Bil170 TTAGGTCAACAAAGAACAGCAAACGGCTTGGGTTGGTCTCCTACTGGTAATTGGAAAACG 338 
Q7  TTAGGTCAACAAAGAACAGCAAATGGCTTGGGTTGGTCTCCTACTGGTAATTGGAAAACG 360 
Sk1  AAATGTGTTCAATACCTTATTAAAGGGCGTAAGCGTGATAAAGTTACAGGGGAATTTGTC 420 
P2  AAATGTGTTCAATACCTTATTAAAGGGCGTAAGCGTGATAAAGTTACAGGGGAATTTGTC 420 
Q42  AAATGTGTTCAATACCTTATTAAAGGGCGTAAGCGTGATAAAGTTACAGGGGAATTTGTT 420 
Bil170 AAATGTGTTCAGTATCTTATTAAAGGGCGCAAACGTGATAAAGTTACAGGAGAGTTTATT 398 
Q7  AAATGTGTTCAGTATCTTATTAAAGGGCGCAAACGTGATAAAATTACAGGAGAATTTGTT 420 
P2  GACGGTTATCGCGTAGTTGTTTATCCTCATTTGACACCAACAGCAGAAGCAACAAAAGAA 480 
Sk1  GACGGTTATCGCGTAGTTGTTTATCCTCATTTGACACCAACAGCAGAAGCAACAAAAGAA 480 
Q42  GACGGTTATCGCGTAGTTGTTTATCCTCATTTGACACCAACAGCAGAAGCAACAAAAGAA 480 
Bil170 GACGGTTACCGTGTAGTCGTTTATCCAAATTTGAGACCAACAGCAGAAGCTACAAAAGAA 458 
Q7  GACGGTTATCGTGTGGTCGTTTATCCTCATTTGACACCAACAGCAGAAGCAACAAAAGAA 480 
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Alineamiento para el diseño de los cebadores C2A y C2B de Lc. lactis. 
 
C2 GCAAACGAAACACAAGAAATCATGAAACAAGCAATCGAAGCAGGTGTAAAAGTTCGAGAA 463 
eb1 GCAAACGAAACACAAGAAATCATGAAACAAGCAATCGAAGCAGGTGTAAAAGTTCGAGAA 481 
Q44 GTAAACGAAACACAAGAAATGATGAAACAAGCAATCGAAGCAGGTGTAAAAGTTCGAGAA 480 
Q38  GTAAACGAAACACAAGAAATGATGAAGCAAGCAATCGAAGCAGGTGTAAAAGTTCGAGAA 480 
C2 CTTGAAGCTAAAGTGGAAGAGCTTAACAAAGAACGTGAAGAACTTAAAAAAGAACGTGAA 523 
eb1 CTTGAAGCTAAAGTGGAAGAGCTTAACAAAGAACGTGAAGAACTTAAAAAAGAACGTGAA 540 
Q44 CTTGAAACTAAAGTTGAAGAGCTTAACAAAGAACGTGAAGAACTTAAAAAAGAACGTGAA 540 
Q38 CTTGAAGCTAAAGTTGAAGAGCTTAACAAAGAACGTGAAGAACTTAAAAAAGAACGTGAA 540 
C2 GCGTCTATCCCTAGCGAAAAACCAGAAGACGCAGAACGTAAATTCATGCGTGAACTTGGT 583 
eb1 GCGTCTATCCCTAGCGAAAAACCAGAAGACGCAGAACGTAAATTCATGCGTGAACTTGGT 600 
Q44 GCTAATATTCCTAGCGAAAAACCTCAAGACGTAGAACGTAAATTTATGCGTGAACTTGGG 600 
Q38 GCTAATATTCCTAGCGAAAAACCTCAAGACGTAGAACGTAAATTTATGCGTGAACTTGGG 600 
C2 TCTAAAATGGCTGAAATGCCAGAACAAGGTTTCTTGCGTGAATTTGCTAATGGTGCAGAT 643 
eb1 TCTAAAATGGCTGAAATGCCAGAACAAGGTTTCTTGCGTGAATTTGCTAATGGTGCAGAT 660 
Q44 GACAAAATGACTGAAATGCCAGAACAAGGTTTCTTGCGTGAATTTGCTAATGCGTCAGCT 660 
Q38 GACAAAATGACTGAAATGCCAGAACAAGGTTTCTTGCGTGAATTTGCTAATGCTTCAGAT 660 
C2 TTGAATGTTGTCAACTCTCTTGGGTCTATCACTTCAAAATATGCTCGTAAGTCAGGTATT 703 
eb1 TTGAATGTTGTCAACTCTCTTGGGTCTATCACTTCAAAATATGCTCGTAAGTCAGGTATT 720 
Q44 TTGAATGTTGTTAACTCTCTTGGGTCTATCACTTCAAAATACGCTCGTAAGTCAGGTATT 720 
Q38 TTGAATGTCGTCAACTCTCTTGGATCTATCACTTCAAAATATGCTAAAAAGTCAGGTATC 720 
C2 TATGACGGTGCTATGAAAGCACGCTTTCAAGGTTTGACACTTGCAGAGGACGGTGTAGAT 763 
eb1 TATGACGGTGCTATGAAAGCACGCTTTCAAGGTTTGACACTTGCAGAGGACGGTGTAGAT 780 
Q44 TATGACGGTGCTATGAAAGCACGCTTCCAAGGTTTGACACTTGCAGAAGACGGTGTAGAC 780 
Q38 TATGACGGTGCTATGAAAGCACGCTTCCAAGGTTTGACACTTGCAGAAGACGGTGTAGAT 780 
C2 GATACATTTATCTCTGGTACTTTCAAAGCAGGTACAGATAAAAACAAATCTCAAACGGCT 823 
eb1 GATACATTTATCTCTGGTACTTTCAAAGCAGGTACAGATAAAAACAAATCTCAAACGGCT 840 
Q44 GATACATTCATTGAGGGTACTTTTAAAGCAGGTACAGACAAAAATAAAGCTCAAACAGCG 840 
Q38 GATACTTTCATCGAGGGTACTTTTAAAGCGGGTACAGATAAAAATAAAGCTCAAACGGCT 840 
C2 ACTAAACGTTCACTACGTCCACAAATGGCAGAAGCATACCTACAAATGGACAAAGCAACT 883 
eb1 ACTAAACGTTCACTACGTCCACAAATGGCAGAAGCATACCTACAAATGGACAAAGCAACT 900 
Q44 TCTAAGCGCTCACTACGTCCACAAATGGCAGAGGCTTACTTACAAATGGATAAAGCAACT 900 
Q38 TCTAAACGCTCACTACGTCCGCAAATGGCAGAAGCATACCTACAAATGGATAAAGCAACA 900 
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ANEXO II.- 
 
 Alineamientos de secuencias nucleótidicas para el diseño sistemas de detección de bacteriófagos 
de S. thermophilus por PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR).  
Alineamiento para el diseño de los cebadores qCos de S. thermophilus. 
Sfi19 TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCACTGCCATATCATGTTGAGATAAGG  60 
DT2   TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGA  60 
MD2   TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
Q5    TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
Sfi21 TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
DT4   TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
DT1   TTACAACAACGTATCGATGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
MD4   TTACAACAACGTATCGACGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
7201  TTACAACAACGTATCGACGAGATTGTTTCTAAGTCATTGCCATATCATGTAGAGATAAGG  60 
Sfi19 ACAACGAACGGTACAGCGTTTAAAAATGGTGTTGGTCGTTCTACTGTTAAGCCAGTTTTG 120 
DT2   ACTACAAACGGTACAGTATTTAAGAACGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAATTTTG 120 
MD2   ACCACGAATGGTACAGTATTTAAGAATGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTTTTG 120 
Q5    ACCACGAATGGTACAGTATTTAAGAATGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTTTTG 120 
Sfi21 ACCACGAATGGTACAGTATTTAAGAATGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTTTTG 120 
DT4   ACCACGAATGGTACAGTATTTAAGAATGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTTTTG 120 
DT1   ACCACGAATGGTACAGTATTTAAGAATGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTTTTG 120 
MD4   ACCACAAACGGTACAGTATTTAAAAACGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTCTTA 120 
7201  ACCACAAACGGTACAGTATTTAAAAACGGTATTGGTCGTTCTACTGTTAAACCAGTCTTA 120 
Sfi19 GAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACCTATCGATTTGTGATCGACGG     170 
DT2   AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACATATCGATTTGTAATTGATGG     170 
MD2   AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
Q5    AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
Sfi21 AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
DT4   AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
DT1   AAACAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
MD4   AAGCAAGGCGATAAAATTGTTAATGCAACTTATCGATTTGTGATTGATGG     170 
7201  AAGCAAGGCGATAAAATTGTTGATGCAACTTATCGATTTGTGATTGACGG     170 
Alineamiento para el diseño de los cebadores qPac de S. thermophilus. 
O1205 TAGCTAATGTATTCAACTCAATCGGTACAGCGGCTCAAAAAGCGGGTGTTGGTTTCAATC  60 
2970  TAGCTAATGTATTCAACTCAATCGGTACAGCTGCTCAGAAGGCTGGTGCTGGTTTCAATC  60 
Sfi11 TAGCTAATGTATTCAACTCAATCGGTACAGCTGCTCAGAAGGCTGGTGCTGGTTTCAATC  60 
O1205 AATTAGCCAACGGTGTAGTTAAGATTACTAATACAAACTTAGGAGACATGGCTGCATCTC 120 
2970  AGCTAGCTACTGGTGTAGTCAAAATTACCAATACAAACTTAGGAGACATGGCTGCATCTC 120 
Sfi11 AGCTAGCTACTGGTGTAGTCAAAATTACCAATACAAACTTAGGAGACATGGCTGCATCAC 120 
O1205 TTGCGGCAGTCGCTCATGGTGTTGGTTCGATTAGTGATAGCTCAGCAGGTCTTGCTCAAG 180 
2970  TTGCGGCAGTGGCTCATGGTATTGGTTCGATTAGTGATAACTCAGCAGGGCTTGCTCAAG 180 
Sfi11 TTGCAGCAGTCGCTCATGGCATTGGTTCGATTAGTGATAGCTCAGCAGGTCTTGCTCAAG 180 
 
 
“The next morning, on opening the incubator, I experienced one of those 
moments of intense emotion which reward the research worker for all 
his pains: at the first glance I saw that the culture which the night 
before had been very turbid, was perfectly clear: all the bacteria had 
vanished, they had dissolved away like sugar in water. As for the agar 
spread, it was devoid of all growth and what caused my emotion was 
that in a flash I had understood: what caused my clear spots was in 
fact an invisible microbe, a filterable virus, but a virus which is 
parasitic on bacteria.”
Félix d’Herelle.
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